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RESUMO

FRANCO-ACUNA, Daniele de Oliveira. Morfologia dos ovos e estigios larvais de
Eurytrema coelomaticum (Giard & Billet, 1892) (Digenea, Dicrocoeliidae) e analise
bioquimica da interface parasito-primeiro hospedeiro intermediario, Bradybaena
similaris (Férussac, 1821) (Gastropoda, Xanthonychidae). 2011. 132p. Tese (Doutorado
em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Medicina Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2011.

Eurytrema coelomaticum parasita ductos pancreaticos de ruminantes na América do Sul, Europa e
Asia. Este estudo objetivou analisar a morfologia dos ovos e estagios larvais intramolusco de E.
coelomaticum e as alteragdes bioquimicas em Bradybaena similaris ocasionadas pela infec¢do. Os
ovos, esporocistos e cercarias foram coletados, processados e analisados através de microscopia
de luz (ML), eletronica de varredura e transmissdo, sendo os miracidios observados apenas por
ML. Analises bioquimicas foram realizadas, determinando os conteudos de proteinas totais,
amonio e atividade da AST, ALT e yGT na hemolinfa de moluscos infectados e nao infectados.
Ovos sdo operculados, alongados, de coloragdo marrom escura quando maduros, com
44,97+£3,83um de comprimento e 30,71+2,54um de largura. Miracidio com corpo alongado no
sentido antero-posterior coberto por cilios, presenca de terebratorium na regido anterior e células
germinativas na metade posterior do corpo. Os esporocistos de primeira geragdo tinham corpo
arredondado ou alongado (0,1078mm), com numerosas bolas germinativas em seu interior e
tegumento sem especializacdes evidentes, apresentando dobras e granulos, sendo composto por
uma camada sincicial externa, lamina basal e duas camadas musculares, circular e longitudinal,
seguida pelo corpo celular (citon) com o nucleo. Esporocistos de segunda geracdo, obtidos de
dissecacdes dos moluscos, apresentaram formato variado, uma regido cOnica com estriacoes
transversais e longitudinais, chamada de extremidade anterior e outra com um prolongamento,
semelhante a probodscide, a extremidade posterior. A parede do corpo com as mesmas camadas do
esporocisto de primeira geracdo, mas a camada sincicial externa invagina ¢ uma camada amorfa
esta presente entre as camadas sincicial e de musculos circulares, intensa atividade secretoria com
granulos e vesiculas secretoras na camada externa; sistema excretor protonefridial. Esporocistos
expelidos exibem uma estrutura degenerada nas regides anterior e posterior do corpo; regiao
mediana inchada. O endocisto de parede fibrilar inclui as cercarias, material amorfo, membranoso
e secretdrio. Cercarias apresentam ventosa oral com um numero de papilas maior do que a ventosa
ventral, auséncia de espinhos no tegumento e na cauda, com glandulas de penetragdo laterais e
pré-acetabulares com ductos que se abrem em uma cavidade na extremidade anterior. As células-
flama laterais se comunicam com finas ramificagdes que convergem para dois ductos excretores,
0s quais se abrem na vesicula excretora posterior. Tegumento com uma camada externa sincicial
e amorfa com mitocondrias e intensa atividade secretora. Camada muscular circular seguida pela
longitudinal e, em sequéncia, conectada a regido interna do tegumento, onde esta o corpo celular
com o nucleo. Presenca de célula-flama tipica. Células somaticas com reticulo endoplasmatico
bem desenvolvido, granulos secretores e nucleo evidente. O conteudo de proteinas totais
aumentou em 543% aos 82 dias na hemolinfa dos moluscos infectados, porém aos 100 dias de
infecc@o houve uma queda brusca nesses valores, com diferenca significativa entre os grupos,
infectado e controle. A concentragdio de amoénio na hemolinfa dos moluscos variou
significativamente ao longo da infecgdo, exceto aos 60 dias, quando comparados os dois grupos
estudados. A analise da atividade das aminotransferases (AST, ALT e yGT) sugere que os
parametros nao sao bons indicadores de lesdao nos tecidos do hospedeiro.

Palavras-chave: Eurytrema coelomaticum, morfologia, estagios larvais intramolusco.



ABSTRACT

FRANCO-ACUNA, Daniele de Oliveira. Morphology of eggs and larval stages of Eurytrema
coelomaticum (Giard & Billet, 1892) (Digenea, Dicrocoeliidae) and biochemical analyse
of interface first intermediate host-parasite, Bradybaena similaris (Férussac, 1821)
(Gastropoda, Xanthonychidae). 2011. 132p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Veterindria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Eurytrema coelomaticum parasitizes pancreatic ducts of ruminants in South America, Europa
and Asia. The present study aimed analyze the morphology of eggs and larval intramolluscan
stages of E. coelomaticum and biochemical alterations in the hemolymph of infected
Bradybaena similaris. Eggs, sporocysts and cercariae were collected, processed and analyzed
by light (LM), scanning (SEM) and transmission (TEM) electron microscopy, being the
miracidia observed only by LM. Biochemical analyzes of total protein, ammonium and AST,
ALT and yGT activities in the hemolymph of infected and uninfected snails were made. Eggs
were operculated, elongated, dark brownish when mature, with 44.974+3.83um lengthand
30.71£2.54pum width. Miracidium had an anteroposterior elongated and ciliated body, the
terebratorium was anteriorly located and germinal cells were observed in the middle body.
The mother sporocysts had rounded or elongated body (0.1078mm), with numerous germinal
balls inside them and tegument without evident specializations, presenting many foldings and
granules. The tegument was composed by a syncytial external layer, basal lamina and two
muscular layers, circular and longitudinal, followed by the cyton with the nucleus. Daughter
sporocysts, came from dissecations of infected snails, presented varied shape, a hollow
tapered region with many transversal and longitudinal striations, named anterior end, and
other region with a filament proboscis-like shape, the posterior end. The body wall is
composed by the same layers observed in the mother sporocysts, but the external syncytial
layer invaginates and an amorphous layer is also present between syncytial and circular
muscular layers; intense secretory activity with granules and secretory vesicles were observed
in the external layer; excretory system is protonephridial. Expelled sporocysts exhibit a
degenerated structure at anterior and posterior regions of the body; the middle region was
swollen. The endocyst had a fibrilar wall and includes the cercariae, amorphous, membranous
and secretory materials. Cercariae presented oral sucker with many papillae than in the
ventral sucker or acetabulum, spines at the tegument or tail were absent; the penetration
glands were lateral and preacetabular and open themselves in a anterior cavity. The lateral
flame-cells comunicate with fine branches that converge on two excretory ducts, which open
in the posterior excretory vesicle. Tegument had an external syncytial layer followed by an
amorphous layer with many mitochondria and an intense secretory activity. Circular muscular
layer and, right after, the cyton, with the nucleus, is located. Typical flame-cell was observed.
Somatic cells with a well developed smooth endoplasmic reticulum, secretory granules and
evident nucleus. The total protein content in the hemolymph increased 543% at 82 days of
infection, but at 100 days of infection there was a sharp reduction in these values, whose were
significantly different from the values observed to control (uninfected) snails. Ammonium
content varied significantly throughout period of infection, except at 60 days of infection,
when the both groups were compared. The activity of aminotransferases (AST, ALT e yGT)
suggested that these parameters are not good indicators of injuries in the tissues host.

Keywords: Eurytrema coelomaticum, morphology, larval intramolluscan stages.
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LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

extremidade anterior

camada amorfa

alanina aminotransferase
aspartato aminotransferase
cavidade de fundo cego

cavidade do corpo

lamina basal

citon

ponte citoplasmatica

dutos centrais

cercarias

canal

cilios

camadas de musculos circulares
regido central do corpo/meio do corpo
constric¢des

contraste diferencial interferencial de fase
ovo

vesicula excretora

canal excretor lateral

duto excretor

endocisto

placa epidérmica ciliada posterior
projecdes citoplasmaticas externas
reticulo endoplasmatico

casca

tubo coletor lateral

vesicula excretora

dobras tegumentares/dobramentos
célula-flama

regido fibrilar

granulos

aspecto granular

bolas germinativas

células germinativas

glandula de penetragao
hemidesmossomo

regido oca e alongada

intestino

faixa inter-epidérmica

interface

invaginagao

parede do intestino

projecdes citoplasmaticas internas
leptotriquios

dutos laterais

camada de musculos longitudinais



Ims lamelas membranosas

m perfis mitocondriais

mb membrana celular

MET microscopia eletronica de transmissao
MEV microscopia eletronica de varredura
mf fibras musculares

mi miracidio

mif figura de mielina

ML microscopia luz

ms saco membranoso

mos esporocisto de primeira geragao

n nucleo

ol camada externa

op opérculo

ORESTES open reading frames est sequences
p parénquima

pe extremidade posterior

pg glandula pré-acetabulares

pm faringe muscular

s estriagdes

sl camada sincicial

sv vesicula secretora

t tegumento

ta cauda

te terebratorium

v vesicula

Ve vacuolos

VO ventosa oral

\a% ventosa ventral

yGT gama glutamiltransferase
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Janovy Jr. (1996).
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Comparagao entre fases de desenvolvimento de FEurytrema
coelomaticum (Giard & Billet, 1892) Looss, 1907 e FEurytrema
pancreaticum (Janson, 1889) Looss, 1907 dentro do primeiro
hospedeiro intermediario molusco. Eurytrema coelomaticum: a. Ovo; b.
Miracidio; c-e. Esporocisto-made de primeira fase (5-16 dias); i-k.
Esporocisto de primeira fase e fase intermediaria (70 dias e 11 meses);
l. Cercéria; n. Esporocisto maduro. Eurytrema pancreaticum: f-h.
Esporocisto-mde de primeira fase (10-20 dias); m. Cercaria; o.
Esporocisto maduro. Fonte: Tang & Tang (1977).

Conchas de Bradybaena similaris (Férussac, 1821). Fonte: Sea Shell
Hub (20006).

Terrario para manutencdo de espécimes de Bradybaena similaris no
Laboratorio de Biologia e Ecologia de Helmintos, da UFRRJ.

Esquema demonstrativo da obtencdo dos ovos de Eurytrema
coelomaticum.

Esquema demonstrativo da infeccdo experimental de Bradybaena
similaris com ovos de Eurytrema coelomaticum e periodo de
dissecagao.

Microscopia de luz dos ovos e estagios larvais de Eurytrema
coelomaticum.

Protocolo de processamento dos ovos e larvas de FEurytrema
coelomaticum para microscopia eletronica de varredura, segundo
Pinheiro et al. (2004a).

Protocolo de processamento de ovos e larvas de FEurytrema
coelomaticum até a observacdo ao microscopio eletronico de
transmissdo, segundo Pinheiro et al. (2004b).

Microscopia de luz de ovos de Eurytrema coelomaticum. a e b. Ovos
mostrando a. extremidade anterior (ae) e posterior (pe) com o miracidio
(mi) dentro. ¢. Ovo com a extremidade anterior (ac) mostrando a regidao
do opérculo (op). O ponto de inser¢do do opérculo no ovo ¢ mostrado
pelas setas. d. A extremidade anterior (ae) do ovo com o opérculo (op)
evidente. e e f. Ovo com opérculo (op) destacado.

Microscopia de luz dos ovos de Eurytrema coelomaticum. a. Ovo
maduro. b. Birrefringéncia do ovo maduro. ¢. Ovo imaturo. d.
Birrefringéncia do ovo imaturo.
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Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Ovos de Eurytrema coelomaticum. a. Vista geral de um conjunto de
ovos (MEV). b. Vista lateral de um ovo com a regido do opérculo (op)
evidenciada (MEV). ¢. Vista superior da regido do opérculo (op)
(MEV). d. Seccao ultrafina transversal de um ovo, evidenciando sua
casca (es) e o miracidio (mi) degenerado em seu interior. Barra de
escala=2um (MET). e. Corte ultrafino mostrando um detalhe da
extremidade posterior de um ovo, com as camadas externa e interna
mais eletrondensas e a regido intermediaria menos eletrondensa e muito
mais espessa. Barra de escala= 1pm (MET).

Microscopia de luz de miracidio de Eurytrema coelomaticum
miracidium. a. Ovo (e) mecanicamente fraturado com liberacdo de um
miracidio (mi). b. Miracidio (mi) mostrando a extremidade anterior
(ae) com o “terebratorium” (te) extrovertido e extremidade posterior
(pe). ¢ e d. Miracidio (mi) mostrando os cilios (ci) da placas
epidérmicas ciliadas na regido anterior (ae).

Microscopia de luz de miracidio de Eurytrema coelomaticum. a. DIC
do detalhe de um miracidio (mi) no momento da eclosdo, onde ¢
possivel evidenciar o opérculo (op) destacado do ovo (e) e as células
germinativas posteriores (gc). b. DIC da regido anterior evidenciando a
faixa inter-epidérmica (ier) entre as placas epidérmicas ciliadas
anteriores, c€lulas germinativas (gc), vesicula excretora (ev) e os cilios
(ci). ae=extremidade anterior; pe=extremidade posterior. ¢. Detalhe de
miracidio impregnado com nitrato de prata (AgNOs;) evidenciando o
contorno de uma placa epidérmica ciliada posterior (ep).

Esporocisto de primeira geragdo de Eurytrema coelomaticum. a. ML de
um esporocisto de primeira geragdo (mos) aderido a face celomatica da
parede do intestino (i). b e ¢. Corte histologico de Bradybaena similaris
experimentalmente infectada com E. coelomaticum mostrando
diferentes posi¢des do esporocisto de primeira geragdo (mos) em
desenvolvimento na parede do intestino (i). Destaque para o tegumento
(t) e as bolas germinativas (gb). d. MET de um espécime fraturado de
esporocisto de primeira geragdo de E. coelomaticum mostrando o
tegumento (t), bolas germinativas (gb) e fibras musculares (mf).

Esporocisto de primeira geracdo de Eurytrema coelomaticum. a. ML
de um corte semifino de um esporocisto de primeira gera¢ao aderido a
parede intestinal do molusco hospedeiro intermediario Bradybaena
similaris. Tegumento e bolas germinativas sdo observados. Barra de
escala =40um. b. Camada externa do tegumento com muitas dobras,
camada sincicial, camadas musculares circular e longitudinal. Barra
de escala = 2um. ¢. Detalhe do tegumento e seus componentes. Barra
de escala = Ium. d. Interface entre o esporocisto de primeira geragao
em desenvolvimento e os tecidos do molusco hospedeiro. Barra de
escala = 2um. e. Detalhe do tegumento. Uma lamina basal bem
definida, perfis mitocondriais e muitos granulos eletrondensos podem
ser vistos. Barra de escala = Ium. f. Interface do esporocisto de
primeira geracdo € o molusco mostrando a ponte citoplasmatica
ligando a camada sincicial a regido do citon com o nucleo evidente.
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Figura 18:

Figura 19:
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Barra de escala = Sum. (int=parede do intestino; t=tegumento;
f=dobras tegumentares; gb=bolas germinativas; sl=camada sincicial,
cm=camada de musculos circulares; Im=camadas de musculos
longitudinais; p=parénquima; m=perfis mitocondriais; n=ntcleo;
g=granulos; bl=lamina basal; if=interface; cb=ponte citoplasmatica;
c=citon).

Esporocisto de segunda geracao de Eurytrema coelomaticum obtido
de dissecagdes de Bradybaena similaris, experimentalmente infectada,
em diferentes periodos. a e b. ML de larva inteira, mostrando variacao
na forma. ¢. MEV de larva mostrando constrigdes (ct) no meio do
corpo, o alongamento na extremidade posterior (pe) do corpo e a
extremidade anterior oca e alongada. d. MEV de uma outra larva
mostrando o alongamento posterior (pe) e a regido anterior (ae) oca e
alongada (ht). e. ML de esporocisto de dissecagdo mostrando a
extremidade anterior com a regido oca e alongada (ht), semelhante a
proboscide, com a cavidade em fundo cego, como um ventosa,
localizada anteriormente. f. MEV da extremidade anterior de
esporocisto de segunda geragao com a cavidade em fundo cego (bc)
de esporocisto de segunda geracao e estriagoes ().

Esporocisto de segunda geracao de Eurytrema coelomaticum. a. ML de
esporocisto filho obtido de dissecagdo de Bradybaena similaris
experimentalmente infectada mostrando a extremidade anterior oca e
conica com a cavidade em fundo cego (bc) e aspecto granular (g). As
cercarias (ce) estdo completamente formadas e o endocisto (en) ¢
visivel. b. ML da extremidade anterior de um esporocisto filho obtido
de dissecagdes do hospedeiro molusco, com estriagdes transversais e
concéntricas (s). ¢. MEV das estriagdes transversais ¢ concéntricas
transversal (s) por todo o corpo da larva. d. MEV de detalhe das
estriagdes transversais mostrando as estriagdes longitudinais na
superficie do tegumento. e. MEV de extremidade anterior do corpo do
esporocisto com aspecto oco e conico e muitas estriagdes concéntricas
(s). f. ML de esporocisto filho expelido por Bradybaena similaris
experimentalmente infectada mostrando a regido central oval,
semelhante a uma saco, e transparente (cr) do corpo e ambos
prolongamentos, o menor na extremidade anterior (ae) € o maior na
extremidade posterior (pe). g. MEV de esporocisto filho inteiro
expelido por B. similaris experimentalmente infectada mostrando a
extremidade anterior (ae), o meio do corpo (cr) e a extremidade
posterior (pe). h e i. MEV da regido de formacdo dos filamentos
anterior e posterior, respectivamente. j. MEV de esporocisto filho
expelido mostrando um detalhe da superficie externa do tegumento.

Seccdo transversal de esporocistos de segunda geracdo de Eurytrema
coelomaticum obtidos de dissecacdes de Bradybaena similaris
experimentalmente infectada. a. ML de corte semifino mostrando o
tegumento com nucleos e a cavidade do corpo com as bolas
germinativas. b. MET da vista geral das diferentes camadas na parede
do corpo do esporocisto: 1: camada externa sincicial; 2: camada
amorfa; 3: camadas musculares (circular e longitudinal); 4: camada

58

59

60



Figura 21:

Figura 22:

interna do corpo celular ou citon; 5: regido interna central do corpo com
bolas germinativas. Barra de escala = 2um. ¢. MET do detalhe da
parede do corpo com a superficie externa com dobramentos seguida por
uma camada amorfa, camadas de musculos circulares e longitudinais. A
ponte citoplasmatica e o citon sdo evidentes. Barra de escala = 1um. d.
MET da larva contraida mostrando desorganizacdo das camadas
musculares. Barra de escala = 2um. e. MET do detalhe da camada
sincicial com dobras, granulos, lamina basal evidente e camada amorfa.
Barra de escala = 500nm. f. MET da atividade secretora na camada
externa do tegumento. Barra de escala = 2um. g. MET da seccdo na
base da célula-flama com as proje¢des citoplasmaticas internas e
externas, leptotriquios e o nticleo. Barra de escala = 2um. h. MET da
parte superior da célula flama na regido do barril co o tufo de cilios
dentro do cilindro. Barra de escala = lum. (t=tegumento; gb=bolas
germinativas; cb=pontes citoplasmaticas; m=perfis mitocondriais;
c=citon; n=nucleo; al=camada amorfa; cm=camada de musculos
circular, Im=camada de musculos longitudinal; g=granulos;
f=dobramentos; mf=fibras musculares; bl= lamina basal; ol=camada
externa; sv=vesicula secretora; er=projecdes citoplasmaticas externas;
ir=projec¢des citoplasmaticas internas; l=leptotriquios; fc=célula-flama;
ed=duto excretor).

MET da seccao longitudinal de esporocisto de segunda geragdo de
Eurytrema coelomaticum obtido de dissecagdes de Bradybaena
similaris experimentalmente infectada. a. Vista geral do tegumento com
a camada externa com muitas dobras, granulos e vesiculas secretoras,
seguida pela camada amorfa, as camadas de musculos circulares e
longitudinais, o corpo celular (citon) e o nucleo. Barra de escala = 2um.
b. Camada externa do tegumento, com muitos granulos e perfis
mitocondriais, ligada as camadas musculares por hemidesmossomos.
Barra de escala = 2um. c. Detalhe das camadas externa, amorfa e
musculares do tegumento. Barra de escala = 500nm. d. Observacao do
corpo de uma larva contraida. Barra de escala = 2um. e. Liberagao de
vesicula secretora e uma invaginag¢do cruzando a camada de musculos
circulares. Barra de escala = 1um. f. Formacao e liberacao de vesiculas
secretoras e granulos. Barra de escala = 2um. (t=tegumento; cb=ponte
citoplasmatica; m=perfis mitocondriais; c=citon; n=nucleo; al=camada
amorfa; cm=camada de musculos circulares, Im= camada de musculos
longitudinais; g=granulos; f=dobramentos; mf=fibras musculares;
bl=lamina basal, ol=camada externa; sv=vesicula secretora;
hd=hemidesmossomo; ch=canal; in=invaginag¢ao).

Seccdo transversal da regido anterior do corpo de um esporocisto de
segunda geracdo Eurytrema coelomaticum expelido. a. ML de corte
semifino mostrando o tegumento e a cavidade corporal sem larvas em
desenvolvimento. Barra de escala =7um. b. MET do tegumento com
dobramentos que sdo maiores em tamanho e preenchidos pela camada
amorfa. Destaque para a desorganizacdo das camadas musculares
unidas ao corpo celular (citon) pela ponte citoplasmatica. Barra de
escala = 2um. ¢. MET da regido dobrada do tegumetno e atividade
secretora. Barra de escala = 2um. d. MET do detalhe da formacgao e
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Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

liberacdo das vesiculas secretoras no topo das dobras tegumentares.
Barra de escala = 500nm. (t=tegumento; cb=ponte citoplasmatica;
c=citon; n=nucleo; al=camada amorfa; mf=fibras musculares;
vs=vesicula secretora; in=invaginagao).

Regido inchada no meio do corpo de esporocisto de Eurytrema
coelomaticum expelido. a. ML da sec¢do semifina transversal
mostrando a superficie do tegumento do saco membranoso preenchido
por material amorfo e o endocisto com cercarias dentro. Barra de
escala =7um. b. MET da regido do saco membranoso com estruturas
membranosas dentro formando lamelas e figuras de mielina, e camadas
musculares degeneradas localizadas distantes da superficie do corpo.
Barra de escala = Ium. ¢. MET do detalhe das camadas musculares
degeneradas localizadas proximas a superficie externa do corpo e
vesiculas secretoras na superficie. Barra de escala = 1luym. d. MET do
detalhe de uma proje¢do na superficie externa do corpo e muitos
granulos. Barra de escala= 2um. e. MET da célula-flama localizada na
regido do saco membranoso. Barra de escala= 2um. f. MET da vista
geral do corpo mostrando o endocisto, com uma cercaria, preenchido
por residuos de membranas, material amorfo e granulos. Barra de escala
bar= 2um. g. MET do detalhe mostrando a natureza fibrilar da parede
do endocisto. Barra de escala = 500nm. (t=tegumento; ms=saco
membranoso; en=endocisto; ce=cercaria; Ims=lamelas membranosas;
mif=figura de mielina; mf=fibras musculares; ol=camada externa;
n=nucleo; v=vesicula; g=granulo; fc=célula-flama; ci=cilios;
vc=vacuolos; vs=vesicula secretora; fr=regido fibrilar; bm=lamina
basal).

Regido posterior do esporocisto de segunda geracdo de FEurytrema
coleomaticum. a. ML de corte semifino com um tegumento espesso e a
cavidade do corpo sem larvas em desenvolvimento. Barra de escala
=7um. b. MET da vista geral do corpo da larva mostrando a superficie
externa com muitas dobras e figuras de mielina suportadas por uma
nitida membrana trilaminar com invaginagdes cruzando as camadas
amorfa e musculares e a presenga de pontes citoplasmaticas e o corpo
celular (citon) com nucleo. Barra de escala = 2um. ¢ ¢ d. MET do
detalhe da camada externa com figuras de mielina, membrana, camadas
amorfa, de musculos circulares e longitudinais e ponte citoplasmatica
conectando a camada externa com o corpo celular contendo um ntcleo.
Barra de escala = lum. e. MET do detalhe das figuras de mielina na
superficie externa do tegumento. Barra de escala = 500nm.
(t=tegumento; bcv=cavidade do corpo; al=camada amorfa; cm=camada
de musculos circulares; Im= camada de musculos longitudinais;
cb=ponte citoplasmatica; mif=figura de mielina; in=invaginagao;
n=nucleo).

Cercaria de Eurytrema coelomaticum. a. Vista geral de uma cercéria
morstrando o corpo com a ventosa oral (vo) na extremidade anterior e
uma ventosa ventral (vv) na regido média do corpo, e a cauda (ta) na
extremidade posterior (ML). b. Detalhe da cauda (ta), mostrando a
auséncia de dobras tegumentares ou espinhos (ML). ¢. ML de uma
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Figura 26:

Figura 27:

cercaria mostrando a abertura da pequena cavidade (seta larga) anterior
das glandulas de penetracdo, e as ventosas oral (vo) e ventral (vv). d.
Detalhe da abertura da pequena cavidade das glandulas de penetracao
(ML). Barra de escala =7um. e. Vista dorsal de uma cercéaria mostrando
o tegumento irregular com dobras e a cauda (ta) na extremidade
posterior. Barra de escala=20um (MEV). f. Detalhe da superficie
externa do tegumento na regido entre as ventosas (MEV). Barra de
escala=10um. g. MEV de uma regido ventral de uma cercaria,
mostrando a ventosa oral (vo) com a abertura oral no centro (asteristico)
e papilas (setas estreitas), e ventosa ventral (vv). Barra de escala=20pm.
h. Detalhe da extremidade anterior com a ventosa oral (vo), e a abertura
oral (asteristico), rodeadas por papilas (setas estreitas), e a abertura da
pequena cavidade das glandulas de penetracao (seta larga) (MEV).
Barra de escala=10um. i. MEV da ventosa ventral (vv) mostrando as
poucas papilas. Barra de escala=20pum.

Microscopia de luz de cercaria de Eurytrema coelomaticum. a. Corpo
da cercaria, mostrando os ductos laterais (Id) das glandulas de
penetracao (gp). b. Regido anterior de uma cercaria mostrando os
ductos centrais (cd) das glandulas pré-actabulares (pg) e os ductos
laterais (1d) das glandulas de penetragdo. ¢. Regido anterior do corpo da
cercaria mostrando a abertura oral (asteristico) no centro da ventosa
oral (vo) seguida pela faringe muscular (pm). d. Cercaria mostrando na
regido posterior do corpo, a vesicula secretora (sv) e o tubo coletor
lateral (et). e. Detalhe da vesicula secretora (sv). f. Detalhe da vesicula
secretora (sv) com duas células-flama (fc). g. Cercaria com vesicula
excretora ¢ um canal excretor terminal (ec).

MET de cercaria de Eurytrema coelomaticum. a. Vista geral de uma
regido do tegumento (t) frouxamente aderida ao corpo da cercéria e o
nucleo (n) dentro do corpo. Barra de escala=2pum. b. Detalhe da camada
externa do tegumento mostrando uma membrana celular (mb) e nucleo
(n) de uma célula somatica. Barra de escala=500nm. ¢. Detalhe da
camada sincicial externa (ol) do tegumento com muitos perfis
mitocondriais (m). Barra de escala=500nm. d. Corte ultra-fino de uma
outra regido do corpo cercarial mostrando a camada externa (ol),
seguida por uma camada de musculos circulares (cm) e uma camada de
musculos longitudinais (Im); uma discreta ponte citoplasmatica (cb)
esta conectando a camada externa ao corpo celular onde o nucleo (n)
estd localizado. Barra de escala=500npm. e. Camada externa do
tegumento (ol) com intensa atividade mostrando a formagao e liberagao
de granulos (g). cm=musculos circulares. Barra de escala=Ipum. f.
Detalhe da formacgao e liberacao de granulos (g) na camada externa do
tegumento. Barra de escala=500nm. g. Seccdo da periferia do corpo da
cercaria mostrando uma célula-flama (fc) com os cilios centrais, e as
projegdes citoplasmaticas internas e externas. Barra de escala=2pm. h.
Regido interna com as células somaticas, com seus nucleos (n), um
reticulo endoplasmatico (ere) bem desenvolvido e muitos granulos (g).
Barra de escala=1pum.
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Figura 28:
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Figura 34:

Variagdo no conteudo de proteinas totais (mg/dl) na hemolinfa de
Bradybaena similaris experimentalmente infectada com FEurytrema
coelomaticum em fungdo do tempo de infec¢do (dias).

Variagio no conteido de amodnio (NH;) (mM) na hemolinfa de
Bradybaena similaris experimentalmente infectada com FEurytrema
coelomaticum em fun¢do do tempo de infec¢do (dias).

Relacdo entre o tempo de infeccao (dias) com Eurytrema coelomaticum
e a atividade da AST (aspartato aminotransferase) (URF/ml) na
hemolinfa de Bradybaena similaris.

Relacdo entre o tempo de infeccao (dias) com Eurytrema coelomaticum
e a atividade da ALT (alanina aminotransferase) (URF/ml) na
hemolinfa de Bradybaena similaris.

Relacdo entre o tempo de infeccao (dias) com Eurytrema coelomaticum
e a atividade da yGT (gama glutamil transpeptidase) (UIl/l) na
hemolinfa de Bradybaena similaris.
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1 INTRODUCAO

Trematddeos do género Eurytrema Looss, 1907 sao frequentemente encontrados em
pancreas de bovinos abatidos durante, durante a realizacdo de inspec¢do nos frigorificos, sendo
observado um aumento significativo da prevaléncia nos ultimos anos. Dentre esses parasitos,
podem ser destacadas as espécies Eurytrema pancreaticum (Janson, 1889) Looss, 1907 e
Eurytrema coelomaticum (Giard & Billet, 1892) Looss, 1907, digenéticos pertencentes a
familia Dicrocoeliidae Odhner, 1910 e que necessitam de dois hospedeiros intermediarios
para que seu desenvolvimento larval se complete e possam chegar a maturidade no hospedeiro
definitivo, na maioria das vezes, mamiferos herbivoros.

Tanto E. pancreaticum quanto E. coelomaticum sao parasitos comuns dos ductos
pancredticos, ocasionalmente ductos biliares e raramente intestino delgado de ruminantes. O
primeiro tem sido descrito em bovinos, caprinos, ovinos, bubalinos, suinos, camelideos,
cervideos e homem, enquanto que o segundo ocorre em bovinos, caprinos, ovinos, bubalinos,
leporinos e camelideos (MATTOS JUNIOR & VIANNA, 1987). Ambas sio espécies de
ampla distribuigdo geografica, sendo E. coelomaticum a inica a ocorrer na América do Sul e
endémica do Brasil (TRAVASSOS, 1944; YAMAGUTI, 1975; ILHA et al., 2005).

Existe certa controvérsia quanto a posicao taxondmica destas espécies, dada a grande
semelhanga morfologica, o que levou alguns autores a registrarem-nas como sinOnimas.
Sendo que, no Brasil, a espécie E. coelomaticum foi erroneamente referida por alguns autores
como E. pancreaticum (MATTOS, 1987, AMATO & BEZERRA, 1989; GRAEFF-
TEIXEIRA et al., 1993). Porém, estudos revelaram diferencas morfoldgicas (TRAVASSOS,
1944; LOOSS & CUFFEY, 1907, EDUARDO et al., 1976; TANG & TANG, 1977), assim
como a distingdo entre as duas espécies ¢ evidente a nivel molecular pela andlise de seus
caridtipos (MORIYAMA et al., 1980; ZHENG et al., 2007).

Eurytrema coelomaticum apresenta ciclo biologico heteroxeno. Os ovos do parasito
sdo liberados nas fezes do hospedeiro definitivo, ruminantes, principalmente, e ingeridos
passivamente pelo seu primeiro hospedeiro intermediario que, no Brasil, ¢ o gastropode
terrestre Bradybaena similaris (Férussac, 1821) (MATTOS, 1987). Dentro do molusco, duas
geragdes de esporocistos se desenvolvem e a segunda geragdo de esporocistos produz
cercarias. O desenvolvimento no interior do molusco completa-se em, aproximadamente, 90
dias apos a ingestao dos ovos sob a temperatura de 26°C, enquanto que em outras condi¢des
ambientais pode levar de 250 a 350 dias (BASSANI et al., 2007). Os esporocistos de segunda
geragao contendo as cercarias sao liberados na vegetacao e ingeridos pelo segundo hospedeiro
intermediario, que, no Brasil, sdo ortopteros de duas espécies do género Conocephalus
Thiinberg, 1815. Neste inseto, as cercarias sao liberadas pela agdo mecanica do aparelho bucal
do hospedeiro e por acdo de enzimas e migram até o aparelho digestério perfurando o
intestino e caindo na cavidade celomatica do ortoptero onde encistam originando
metacercarias, que sdo a forma infectante ao hospedeiro vertebrado, o qual adquire a infecgao
pela ingestdo acidental do ortoptero infectado.

A euritrematose bovina estd diretamente ligada as perdas econdmicas, representadas
pela diminuicdo da producdo de carne e leite, afetando também a industria extrativa de
insulina devido as condenagdes de pancreas parasitados. Quanto ao seu controle, alguns
pesquisadores comprovaram a ineficiéncia dos anti-helminticos disponiveis no mercado
quando tentaram tratar os animais parasitados. Dessa forma, tem se buscado medidas
alternativas para o controle desta parasitose.



No Brasil e no mundo, os estudos relacionados a interface E. coelomaticum/B.
similaris foram mais recorrentes entre as décadas de 70 a 90, porém a nossa literatura ainda ¢
carente de estudos atuais sobre o tema, que venham contribuir para a compreensao do
relacionamento parasito-hospedeiro.

O conhecimento da morfologia dos helmintos, principalmente daqueles que
apresentam habito de vida parasitario, ¢ de grande importancia para a correta classificagao
destes organismos, sendo essencial para a sua identificagao e o diagndstico das doencgas por
eles causadas. Inicialmente, as caracteristicas morfologicas dos adultos foram as principais
ferramentas para a classificacdo dos helmintos, porém caracteres morfoldgicos dos estagios
larvais (LA RUE, 1957; CABLE, 1974; ODENING, 1961) e padrdes de ciclo de vida tém
sido utilizados por diversos autores como ferramenta taxonomica (PEARSON, 1972). Além
disso, novas informagdes sobre morfologia comparada baseadas em microscopia de luz e
eletronica fornecem valiosos indicadores na elucidacao de relacionamentos filogenéticos
(EHLERS, 1985).

Atualmente, com frequéncia técnicas bioquimicas e de biologia molecular tém sido
utilizadas em substituicdo as caracteristicas morfologicas na identificacdo e classificacdo dos
helmintos. Porém, a combinag¢dao de dados morfologicos e moleculares pode fornecer uma
caracterizagdo mais ampla e uma identificacdo mais precisa. Assim sendo, ¢ essencial que se
proceda a uma caracterizacdo morfolégica detalhada, ndo apenas do estagio adulto, mas
também de todos os estagios larvais presentes nos ciclos de vida desses helmintos, agregando-
se as informagdes obtidas com as novas técnicas para estudos bioquimicos € moleculares.

A andlise ultraestrutural dos helmintos, adultos e formas larvais, e da fisiologia do seu
relacionamento com os hospedeiros, pode revelar aspectos da biologia celular dos mesmos, os
quais, além de possuirem ter valor taxondmico, constituem um elemento adicional para o
melhor conhecimento da fisiologia de um helminto, o que permite aumentar o
desenvolvimento de pesquisas sobre seu controle, resisténcia a anti-helminticos,
quimioterapia, controle genético da imunidade do hospedeiro, patologia do hospedeiro,
resisténcia genética a infec¢ao, métodos diagnosticos e elaboracdo de vacinas para o controle
da infecgao.



Objetivo Geral:

Descrever morfologicamente os ovos e estagios larvais intramolusco de E.
coelomaticum e analisar as alteracdes bioquimicas em B. similaris ocasionadas pela infec¢ao
com este helminto.

Objetivos Especificos:

e Descrever a morfologia e efetuar a andlise morfométrica dos ovos E. coelomaticum
através da microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura e de transmissao;

e Analisar a morfologia dos miracidios de E. coelomaticum por microscopia de luz;

e Analisar a morfometria e descrever a topografia e estrutura da parede do corpo dos
esporocistos de primeira e de segunda geracdo de E. coelomaticum através da
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura e de transmissao;

e Descrever a topografia e a morfologia interna e analisar a morfometria de cercarias de
E. coelomaticum por microscopias de luz e eletronicas de varredura e transmissao;

e Realizar a morfometria dos ovos, miracidios, esporocistos e cercarias de FE.
coelomaticum através da microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura e
de transmissdo;

e Determinar as alteracdes no conteudo das proteinas totais e de amoénio (NH4) da
hemolinfa de B. similaris durante o periodo de infec¢do com E. coelomaticum;

e Analisar a atividade das aminotransferases: aspartato aminotransferase (AST, EC
2.6.1.1), alanina aminotransferase (ALT, EC 2.6.1.2) e gama glutamiltransferase
(yGT, EC 2.3.2.2) na hemolinfa do molusco em funcdo do parasitismo por E.
coelomaticum.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Filo Platyhelminthes

Os helmintos compdem um grupo bastante heterogéneo de metazodarios, incluindo trés
filos: Platyhelminthes, Acanthocephala e Nematoda.

O filo Platyhelminthes (do grego platys, ‘“chato”; helminthos, ‘“verme”) inclui,
segundo Brusca & Brusca (2007), aproximadamente 20.000 espécies viventes de animais de
vida livre ou parasitos.

Segundo Soulsby (1987), estdo incluidos no filo Platyhelminthes, vermes achatados
dorsoventralmente; com simetria bilateral; aparelho digestério incompleto, quando presente;
e, normalmente, hermafroditas. A superficie corporal ¢ revestida por um tegumento de
organizagdo sincicial; sdo acelomados, com o6rgdos envoltos por um parénquima e as
estruturas excretoras sao protonefrideos de células-flama. Nao possuem sistema respiratério e
circulatorio. O sistema nervoso ¢ ganglionar, caracteristico em modelo de escala, com corddes
nervosos longitudinais que se interligam por comissuras transversais.

A classificacdo do Filo Platyhelminthes pode ser observada na Figura 1, de acordo
com Roberts & Janovy Jr. (1996) in Pinheiro (2003). Porém, Gibson (2002) em sua
classificacdo dos platelmintos elevou a sub-classe Trematoda ao status de classe, segundo este
autor, a Classe Trematoda Rudolphi, 1808, que inclui organismos que sdo parasitos de 6rgaos
internos, primariamente de moluscos, onde se desenvolvem estagios larvais assexuados e,
ocasionalmente, estdgios adultos sexuados, e vertebrados que albergam estagios adultos
sexuados. Os adultos apresentam dois o6rgaos de fixacdo, um deles desempenha este papel
exclusivamente, o acetdbulo, o outro ¢ utilizado tanto para alimentacdo como para fixagdo, a
ventosa oral; apresentando tegumento de natureza sincicial, onde podem ser observadas
especializacdes, tais como, espinhos, escamas e papilas. Aparelho digestério presente, com
uma abertura oral, normalmente localizada no interior da ventosa oral, pré-faringe, faringe
muscular e intestino composto por cecos bifurcados, os quais, geralmente, terminam em fundo
cego.

Os trematddeos apresentam-se subdivididos em duas Sub-Classes: (I) Aspidogastrea
Faust & Tang, 1936 e (II) Digenea Carus, 1863. Os primeiros constituem um grupo pequeno,
que inclui alguns organismos parasitos de moluscos, peixes e quelonios e reconhecidos pela
presenga de 6rgdo adesivo caracteristico, septado e que ocupa quase toda a superficie ventral
do corpo. A segunda Sub-classe constitui um grupo maior, com 2.500 géneros nominais, cuja
maioria utiliza um molusco como hospedeiro intermedidrio e um vertebrado como hospedeiro
definitivo.

Em seu estudo sobre a Filogenia e Classificagdo de Digenea, Olson et al. (2003)
utilizaram sequéncias completas da subunidade menor do gene do RNA ribossomal
(sstDNA) e parcial da subunidade maior do gene do RNA ribossomal (ISDNA) para estimar a
filogenia da Sub-Classe pela via méxima de parcimoOnia e inferéncia Bayesiana e concluiram
que a principal diferenca entre os dois métodos estd em seu grau de resolucdo, e que a analise
Bayesiana foi a que apresentou melhor estimativa da filogenia, sendo empregada para
classificacdo e evolucdo de Digenea. Segundo os autores, essa sub-classe forma uma
dicotomia que ¢ dividida entre uma linhagem que leva a Brachylaimoidea, Diplostomoidea e
Schistosomatoidea (coletivamente Diplostomida) e o restante de Digenea (Plagiorchiida), em
Bivesiculata e Transversotremata que formam as duas linhagens mais basais, seguidas por
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Hemiurata. O restante de Plagiorchiida forma um grande niimero de linhagens independentes
levando a coroa do clado Xiphidiata que compreende Allocreadioidea, Gorgoderoidea,
Microphalloidea and Plagiorchioidea, que estao unidos pela presenca de um estilete em suas
cercarias. Embora a maioria das familias e, em menor grau, superfamilias tenham sua
defini¢do atualmente sustentadas, as divisdes tradicionais de Echinostomida, Plagiorchiida e
Strigeida observadas diferenciam da compreensdo do consenso atual, assim os autores
procuraram realizar uma proposta de classificagdo com base filogenética discutida a luz da
ontogenia, morfologia e historia taxondmica.

Dentre os platelmintos da Classe Trematoda que apresentam habito de vida parasitario,
aqueles pertencentes a Sub-Classe Digenea possuem exemplares de grande importancia
médica, como o Schistosoma mansoni Sambon, 1907, e veterinaria, como a Fasciola hepatica
Linnaeus, 1759 e Eurytrema coelomaticum.



Figura 1: Subdivisdo do Phylum Platyhelminthes de acordo com Roberts & Janovy Jr.
(1996).
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2.2 Ciclo de Vida Geral dos Trematodeos Digenéticos

Estima-se que os trematodeos digenéticos compreendam um grupo, de
aproximadamente, 18.000 espécies ja registradas, representando o maior grupo de
metazoarios endoparasitos (CRIBB et al., 2001). Eles formam um grupo que parasita os
principais grupos de vertebrados, tendo neles seus hospedeiros definitivos; gastrépodes e
bivalves atuam como primeiro e, as vezes, unico hospedeiro intermediario e diversos filos
atuam como segundo hospedeiro intermediario.

A importancia da fasciolose e esquistossomose, entre outras doencas dos seres
humanos e dos animais domésticos ¢ a muito tempo reconhecida e continua a receber
consideravel atencdo dos pesquisadores de diferentes areas. A compreensao da biodiversidade
e evolugao dos digenéticos, no entanto tem recebido menor atencao e pouca pesquisa foi feita
neste sentido ultimamente.

A Sub-classe Digenea inclui algumas das espécies de parasitos mais bem sucedidas.
Um grande ntimero de variagdes existe nao somente na morfologia do adulto, mas também
nos ciclos de vida. Os ovos sdo produzidos pelos vermes adultos em seu hospedeiro definitivo
e apos a fertilizagdo, os ovos embrionados ou ndo, sdo liberados junto com as fezes, urina ou
catarro do hospedeiro. Apds alcancar ambiente aquatico ou terrestre, 0os ovos sdo ingeridos
pelo hospedeiro intermediario, nos padrdes de infec¢do passiva ou o miracidio, larva ciliada
livre-natante, penetra ativamente no hospedeiro intermedidrio, caracterizando o padrdo de
infeccdo ativa, que ¢ exclusivo de ciclos aquaticos. Durante o desenvolvimento intramolusco,
ocorrem varias geragdes resultantes de reproducdo assexuada: esporocistos de primeira e
segunda geracao, rédias e cercarias. Sendo que os estagios de esporocistos de segunda geragao
e rédia sdo exclusivos. Ou seja, ndo ocorrem em um mesmo ciclo. Nos ciclos de vida de S.
mansoni ¢ E. coelomaticum o esporocisto de primeira geragdo por um processo de
poliembrionia da origem aos esporocistos de segunda geragdo. Enquanto que, no ciclo de F.
hepatica os esporocistos de primeira geragdo ddo origem a rédias, que originaram as cercarias
(BRUSCA & BRUSCA, 2007).

Existem trés possibilidades para a cercaria, apoés o seu completo desenvolvimento:
encistar, transformando-se em metacercaria, no interior do molusco, Unico hospedeiro
intermediario; abandonar o molusco, encistar no ambiente ou penetrar em um segundo
hospedeiro intermedidrio e encistar, nestes casos a infecgao do hospedeiro definitivo € passiva
por ingestdo da metacercaria, ou penetrar ativamente no hospedeiro definitivo e maturar
sexualmente, transformando-se no adulto.

2.3 Eurytrema coelomaticum (Giard & Billet, 1892) Looss, 1907

Entre os parasitos comumente encontrados em pancreas de bovinos, podem ser
destacadas espécies de trematodeos digenéticos do género Eurytrema Looss, 1907. Esses
pertencem a familia Dicrocoeliidae Odhner, 1910 e necessitam de dois hospedeiros
intermediarios para que seu desenvolvimento larval se complete e possam chegar a
maturidade sexual no hospedeiro definitivo, na maioria das vezes, mamiferos herbivoros.

Através da revisdao da literatura verificou-se que os estudos tem se concentrado nas
espécies: Eurytrema coelomaticum (Giard & Billet, 1892) Looss, 1907, que segundo
Travassos (1944) ¢ a unica espécie a ocorrer na América do Sul, e Eurytrema pancreaticum
(Janson, 1889) Looss, 1907, que ocorre na Asia, Europa e Russia Oriental, por se tratarem de
espécies que possuem uma maior distribui¢do geografica e que também tem gerado
controvérsias quanto a sua posi¢ao taxonomica. FEurytrema coelomaticum foi erroneamente
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referida por alguns autores como E. pancreaticum (CAMPOS et al., 1974; BUSETTI et al.,
1983). Contudo, estudos recentes como o realizado por Zheng et al. (2007), através da
comparagao da sequéncia génica do RNA ribosomal 18S destas duas espécies, revelaram que
a nivel molecular, sdo de fato diferentes, sendo E. coelomaticum endémica do Brasil (ILHA et
al., 2005).

Eurytrema coelomaticum tem despertado o interesse de alguns pesquisadores pelas
elevadas taxas de prevaléncia e intensidade de infeccdo observadas em bovinos abatidos em
matadouros frigorificos nos diversos estados brasileiros (BRANT, 1962; AZEVEDO et al.,
2000; YAMAMURA & BASSANI, 2005).

A maioria dos autores descreve os aspectos parasitologicos, histopatologicos e
descrigdes de necropsias. Contudo, informagdes referentes a patologia clinica em animais
severamente infectados, ndo sdo fornecidas (PALATKIN, 1978 in BASSANI et al., 2007,
BRITO et al., 1981; BORAY, 1985; GASTE, 1991; BELEM et al., 1994).

Na China e no Japao, nas tltimas décadas, a euritrematose também tem sido motivo de
preocupacdo dos pesquisadores, porque a mortalidade em bovinos vem aumentando
anualmente (SHIEN et al., 1979; SAKAMOTO et al., 1984), sendo que a continuidade dos
estudos sobre o tema tem ocorrido, principalmente, no Brasil.

Estudos comprovaram a ineficiéncia dos anti-helminticos usados para combater a
euritrematose em bovinos (MATTOS JUNIOR & VIANNA, 1987; YAMAMURA, 1989;
ARAUJO & BELEM, 1993). Esta parasitose também causa prejuizos a indistria extrativa de
insulina devido as condenagdes sumarias de pancreas parasitados (PALATKIN, 1978 in
BASSANI et al., 2007; BRITO et al., 1981; ZIEGLER et al., 1984; BORAY, 1985), perdas
econOmicas quanto a produgdo de carne e leite (BURGGRAAF, 1935 in BASSANI et al.,
2007; BASCH, 1966 in BASSANI et al., 2007) e elevado indice de mortalidade, atingindo
6,6%, (19/300) (CORREA et al., 1984).

Yamamura (1989) classificou em trés tipos as lesdes macroscopicas causadas por E.
coelomaticum, em funcdo da extensdo em: Tipo I — Auséncia de lesdes macroscopicas nos
ductos e parénquima. Tipo Il — Presenca de lesdes macroscopicas somente nos ductos. Tipo
IIT — Presenca de lesdes macroscopicas nos ductos e parénquima. Os estudos histologicos
dessa infec¢ao demonstram invariavelmente a ocorréncia de pancreatite intersticial cronica,
com o tecido glandular sendo substituido por tecido fibroso; dilatagdo e obstrucdo de ductos
pancreaticos; focos de células gigantes do tipo corpo estranho e acimulo de ovos do parasito
tanto nos ductos quanto no parénquima da glandula ou do pancreas.

As lesdes causadas e caracterizadas por pancreatite intersticial fibrosante e obliteragao
total ou parcial dos ductos pancreaticos, pode ocasionar transtornos, em graus variados, nas
funcgdes secretoras do pancreas (BURGGRAAF, 1935 in BASSANI et al., 2007; SEIFRIED
1936 in BASSANI et al., 2007; CODO, 1952 in BASSANI et al., 2007; FOX et al. 1981).

Eurytrema coelomaticum apresenta ciclo biologico heteroxeno (Figura 2). Seu
primeiro hospedeiro intermediario sdo espécies de caramujos terrestres do género Bradybaena
Beck, 1837. Bradybaena similaris, Férussac, (1821), foi descrita no Brasil como o primeiro
hospedeiro intermedidrio de E. coelomaticum (RAGUSA & CAMPOS, 1976).



Figura 2: Ciclo bioldgico de Eurytrema Looss, 1907.
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Apo6s a ingestdo dos ovos do trematodeo, o miracidio eclode no tubo digestivo do
molusco penetra na parede do tubo digestivo, onde se desenvolve em esporocisto-mae,
transformando-se em uma massa arredondada, fixada a superficie externa da parede intestinal.
Os esporocistos-mae crescem, € no seu interior muitos esporocistos-filhos se desenvolvem;
quando estes se tornam alongados, abandonam o esporocisto-mae e se localizam
preferencialmente na glandula digestiva. Uma vez que o desenvolvimento das cercérias se
complete, os esporocistos-filhos migram em direcdo ao pneumostoma, a abertura respiratoria
do molusco e sdo eliminados ao ambiente. A emergéncia dos esporocistos-filhos normalmente
ocorre horas antes do amanhecer. O desenvolvimento no interior do molusco se completa em
90 dias apds a ingestdo do ovo sob temperatura de 26°C, enquanto em condi¢des ambientais
pode levar de 250 a 350 dias (BRANDOLINI & AMATO, 2001; ITAGAKI & CHINONE,
1982).

De acordo com Yamaguti (1975) e Mattos et al. (1987), o segundo hospedeiro
intermediario do E. coelomaticum e E. pancreaticum consiste em esperancas da familia
Tettigoniidae, género Conocephalus Baird & Girard, 1854 com as espécies: C. maculatus
Bolivar, 1913, C. chinensis (Redtenbacher, 1891), C. melas Bei-Bienko, 1962, C. gladiatus
(Redtenbacher, 1891), dentre outras. Itagaki & Chinone (1982) destacaram que o
desenvolvimento da cercaria em metacercaria no segundo hospedeiro intermediério ¢ também
influenciado pela temperatura, informando que o aumento da temperatura acelera o
desenvolvimento, podendo atingir o amadurecimento em 15 dias, na temperatura de 30°C.

A partir de um unico miracidio de FEurytrema sao produzidos cerca de 100
esporocistos filhos, que por sua vez contém em torno de 200 cercarias cada um, perfazendo
um total de 20.000 formas infectantes, representadas pelas metacercarias (ITAGAKI &
CHINONE, 1982).

Segundo Tang & Tang (1977), as metacercarias sdo encontradas na cavidade
hemocelomatica do inseto, podendo ou ndo atingir a regido do térax. Seu nimero pode variar
de 1 a 461 metacercarias por inseto. Basch (1966) in Bassani et al. (2007) relatou que o
hospedeiro definitivo adquire a infeccdo ao ingerir as esperancas infectadas junto com a
pastagem. Estudos realizados por Chinone & Itagaki (1976), Sakamoto et al. (1980) e
Chinone et al. (1984) demonstraram que as metacercarias sao liberadas dos cistos no duodeno
e migram para os ductos pancreaticos. O periodo pré-patente ¢ de 90 a 100 dias e o periodo
patente ¢ de um a dois anos. Varios animais foram utilizados em infecgdes experimentais, mas
somente os caprinos, coelhos, camundongos BALB/c nude e gatos adquiriram a infecgdo,
sendo os caprinos e os camundongos BALB/c nude mais susceptiveis as infecgoes.

Ainda sobre o ciclo bioloégico do E. coelomaticum, Mattos Jinior & Vianna (1987)
realizaram infeccao experimental de B. similaris com ovos de E. coelomaticum, ¢ as larvas
desenvolvidas nesse hospedeiro foram estudadas morfologicamente através de ML, notando-
se que a morfologia dos esporocistos expelidos pode caracterizar a espécie E. coelomaticum.
O numero de esporocistos expelidos por caramujo variou muito. As alteragdes
histopatologicas encontradas no molusco hospedeiro intermediario foram causadas pela
compressdo das larvas que atingiam principalmente a glandula digestiva. Ortopteros das
familias Gryllidae, Acridiidae e Tettigoniidae foram capturados nos municipios de Lorena e
Pindamonhangaba, Estado de Sdo Paulo, e examinados a procura de metacercarias de E.
coelomaticum. Apenas duas espécies de “esperancas”, os tetigoniideos Conocephalus saltator
Saussure, 1859 e Conocephalus sp. albergavam metacercarias de E. coelomaticum. Infecgdo
experimental destes insetos, com esporocistos expelidos de B. similaris infectados
experimentalmente, comprovou serem estes tettigoniideos o segundo hospedeiro
intermediario de E. coelomaticum, o qual foi identificado pela primeira vez, no Brasil. A
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prevaléncia média de E. coelomaticum em B. similaris, nos municipios estudados variou entre
9,7% e 20,1%, enquanto que em Conocephalus sp. variou entre 0,6% e 70%. Infecgdes
experimentais em camundongos albinos linhagem BALB/c normal, em ratos linhagem Wistar
e em cabras, utilizando-se “esperancas” infectadas experimental e naturalmente, bem como
com metacercarias isoladas destes insetos, apresentaram resultados positivos apenas para as
cabras. Os exemplares de E. coelomaticum coletados das cabras experimentalmente infectadas
eram bem menores do que os normalmente coletados em bovinos. O que pode sugerir a
influéncia do hospedeiro no desenvolvimento/crescimento do parasito. Embora, os autores
nao tenham mencionado talrelacao.

Quanto ao desenvolvimento larval no primeiro hospedeiro intermediério, Brandolini &
Amato (2001), através de processamento histologico dos moluscos infectados
experimentalmente, tragaram a rota de migra¢do intramolusco de E. coelomaticum,
registrando um ovo do parasito na por¢do anterior do trato digestivo de B. similaris aos 15
minutos apds o contato inicial com os ovos. Um miracidio livre foi observado no limen do
trato digestivo de um molusco, dissecado uma hora apds o contato inicial com os ovos. Nas
dissecagdes realizadas aos 10 dias apds a infecgdo, observaram esporocistos de primeira
geragao fixados na serosa da porgao posterior do intestino. Aos 25 dias de infec¢do, foram
observados esporocistos de primeira geracdo em varios estagios de desenvolvimento,
espalhados pelo tecido peri-intestinal e ao redor da glandula digestiva. Estas autoras
verificaram, ainda, esporocistos de segunda gera¢do em varios estagios de desenvolvimento,
na glandula digestiva, aos 60 dias pds-infec¢do. Esporocistos de segunda geragdo, totalmente
desenvolvidos, foram observados migrando pelos espacos hemolinfaticos, no sentido da volta
corporal de um molusco dissecado aos 70 dias pods-infeccdo. Os esporocistos de segunda
geracdo emergiram sempre durante a noite, através do pneumodstoma. Sendo registrado pela
primeira vez esporocistos de segunda geragdo de E. coelomaticum emergindo pelo
pneumostoma de B. similaris.

As autoras supracitadas observaram a influéncia da temperatura no desenvolvimento
do parasito no molusco, verificando uma relagdo positiva direta entre o nimero de
esporocistos expelidos pelo molusco e a temperatura ambiente. Esta correlagdo foi mais
evidente no més de novembro. Chinone et al. (1976) estudaram o desenvolvimento de E.
pancreaticum em B. similaris através de infecgdes experimentais realizadas em diferentes
épocas do ano, verificaram que a duragdo do desenvolvimento larval no molusco variava de
acordo com a época de infec¢do. Segundo estes autores, a extensdo da luminosidade durante o
dia poderia ter influenciado indiretamente o desenvolvimento deste trematodeo digenético,
uma vez que a temperatura, outro fator a ser considerado, foi controlada e igual para as
diferentes €pocas de infeccdo. Tang & Tang (1977) verificaram as taxas sazonais de infec¢ao
dos hospedeiros intermedidrios de E. pancreaticum e, observaram uma alta prevaléncia de
infec¢do, para ambos os hospedeiros, no verao, alcangando o pico no outono e diminuindo nos
meses de inverno.

No Brasil e em outros paises, os estudos relacionados a interface E. coelomaticum/B.
similaris foram mais recorrentes entre as décadas de 70 a 90, porém a nossa literatura ainda ¢
carente de estudos mais detalhados sobre o tema, que venham contribuir para a compreensao
do relacionamento parasito-hospedeiro.

2.3.1 Eurytrema coelomaticum x Eurytrema pancreaticum

Na classificacdo dos trematédeos de localizacdo pancreatica, ao longo dos anos,
surgiram davidas e quase todos os trabalhos inicialmente, descreviam os parasitos pela sua
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localizagdo habitual nos 6rgaos, pela localizagao erratica nos seus hospedeiros, seguida pelas
caracteristicas fenotipicas, através das descrigdes morfologicas das estruturas dos o6rgdos do
parasito e por fim pelas andlises citologicas dos cromossomos do trematddeo.

Looss & Cuffey (1907), revendo a taxonomia desses trematdodeos digenéticos
apresentada por diversos autores, salientaram que a medida e a posi¢ao relativa das ventosas
representavam caracteristicas especificas. O didmetro das ventosas oral e ventral era igual e a
distancia entre as duas ventosas era menor em E. coelomaticum, quando comparado com E.
pancreaticum. Também era menor a formagao de grupos de foliculos da glandula vitelogénica
encontrada em E. coelomaticum. A partir destas consideragdes, outros autores comegaram a
caracterizd-las como espécies distintas e acrescentaram outras estruturas, como o utero, que
em E. coelomaticum nao forma curvas anteriores a ventosa ventral, e as glandulas
vitelogé€nicas que sdo constituidas de pequenos foliculos arredondados (EDUARDO et al.,
1976 in BASSANI et al., 2007).

Travassos (1944), em sua revisdo da familia Dicrocoeliidae reconheceu efetivamente
E. coelomaticum e E. pancreaticum como espécies distintas e ressaltou ainda que a espécie
prevalente na América do Sul era E. coelomaticum. Muitos autores a denominaram em seus
trabalhos como E. pancreaticum, como Horta (1918), Freire (1967), Campos et al. (1974),
Ribeiro et al. (1980), Busetti et al. (1983) e Correa et al. (1984), devendo na realidade, se
tratar de E. coelomaticum levando em consideracdo a afirmagdo feita por Travassos (1944).
Possivelmente, em outros paises do continente sul americano, como a Venezuela, onde
Mayaudon (1954) reportou a ocorréncia de E. pancreaticum e levantou suspeita de que o
animal parasitado fora importado do Brasil, poderia se tratar de E. coelomaticum (BASSANI
et al., 2007).

Conforme Travassos (1944), E. coelomaticum possui um corpo achatado com 10 a
13mm por 6 a 7mm de largura. Tegumento liso, ventosa oral subterminal com 0,9 a I1mm de
didmetro. Acetdbulo no ter¢co médio do corpo, com dimensdes iguais as da ventosa oral
(Tabela 1). Faringe e esofago delgados. Cecos intestinais delgados e sinuosos. Poro genital
ligeiramente pdsbifurcal mediano. Bolsa do cirro muito grande, geralmente claviforme.
Testiculos pds-acetabulares com zonas coincidentes e campos afastados. Ovario submediano,
pos-testicular. Glandulas de Mehlis, espermateca e canal de Laurer presentes. Vitelinos
laterais, extracecais e com alguns foliculos intercecais. Ovos com 0,042-0,50mm por 0,023-
0,03mm. Vesicula excretora simples e poro excretor terminal.

Tabela 1: Medidas de espécimes adultos de Eurytrema coelomaticum,
segundo Travassos (1944).

Eurytrema coelomaticum  Tamanho (mm)

Comprimento do corpo 10-13
Largura do corpo 6-7

Ventosa oral (didametro) 0,9-1
Acetabulo (diametro) 0,9-1

12



Tang & Tang (1977) realizaram trabalhos que diferenciaram os aspectos morfologicos
dos parasitos adultos, bem como a morfologia das formas larvais encontradas nos hospedeiros
intermediarios, ressaltando a segunda geragao de esporocisto.

Posteriormente, outros autores, Moriyama et al. (1980), abordaram em seus estudos as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas, através das andlises carioldgicas de cromossomos de
tecido gonadal de E. coelomaticum e E. pancreaticum, designando-os neste estudo de tipo [ e
tipo II respectivamente, concluindo haver diferencas morfologicas e biométricas dos
cromossomos, bem como as posi¢des dos centromeros nestas duas espécies.

De acordo com Mattos Junior & Vianna (1987), ha muitos anos, alguns problemas tem
sido levantados quanto a diferenciacdo das espécies de Eurytrema mais especificamente de E.
coelomaticum e E. pancreaticum.

Sakamoto & Oikawa (2007) realizaram um estudo sobre as inclusdes de cristais
cubicos na neoderme de E. pancreaticum e E. coelomaticum, revelando que estas eram
histoquimicamente positivas para proteinas, que foram analisadas através de diferentes
métodos, especialmente: microscopia de luz, eletronica de varredura, eletronica de
transmissdo e eletroforese. Inclusive com resultados sobre as caracteristicas morfométricas
das formas adultas e dos ovos desses dois parasitos, contribuindo assim, com dados para a
diferenciagdo entre as espécies.

2.4 Morfologia dos Trematodeos Digenéticos

Os caracteres morfoldgicos dos estagios larvais vem sendo cada vez mais utilizados na
classificagdo dos trematodeos digenéticos. Ehlers (1985) usou caracteres ultraestruturais
observados em larvas e conservados nos adultos em uma hipotese de relacionamento
filogenético entre taxa. Brooks et al. (1985; 1989) apresentaram em sua classificagao, uma
analise cladistica baseada em todos os estdgios do ciclo bioldgico. A espécie Echinostoma
revolutum (Froelich, 1802) foi revista por Kanev et al. (1993) baseando-se na morfologia das
projecdes tegumentares da cauda das cercarias. Gibson & Bray (1994) e Gibson (1996)
sugeriram uma classificagdo bastante simplificada dos digenéticos, dividindo o grupo em trés
ordens, de acordo com a morfologia da cauda da cercaria e o padrao de infec¢ao do molusco
primeiro hospedeiro intermediario. Tais referéncias servem para exemplificar o importante
papel que o conhecimento de detalhes da morfologia dos estagios larvais dos trematodeos
digenéticos pode exercer na taxonomia deste grupo.

De semelhante modo, o estudo da ultraestrutura das larvas dos trematddeos pode
fornecer informagdes adicionais que permitam esclarecer pontos acerca das caracteristicas
destes organismos, que muitas vezes fogem ao poder de resolu¢do da microscopia de luz.
Como também informagdes sobre aspectos celulares dos parasitos, alguns detalhes da
interface parasito-hospedeiro, aspectos da fisiologia da larva e de sua interacdo com o
hospedeiro, que contribuam para o sucesso da colonizacdo de seu primeiro hospedeiro
intermediario.

Em se tratando da contribui¢do dos caracteres morfologicos para determinar a posi¢ao
taxondmica de E. coelomaticum e E. pancreaticum, nos estudos realizados na China por Tang
& Tang (1977), ndo s6 os aspectos morfologicos dos parasitos adultos foram utilizados para
esta distin¢ao, mas também a morfologia das formas larvais nos hospedeiros intermediario foi
considerada, como o tamanho (comprimento e largura) e formato do corpo das larva, dos
esporocistos expelidos e o tamanho das cercarias (ventosa oral, acetabulo e células da parede
de excre¢do) das duas espécies de Eurytrema em questao.
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2.4.1 Ovos

Os ovos contendo o embrido em desenvolvimento ou o miracidio ja completamente
formado, ao serem eliminados pelo hospedeiro definitivo, passam por meios de diferentes
composi¢des quimicas, como sangue, fezes ou escarro, chegando ao meio externo, onde sao
langados na agua, sendo, entdo, submetidos a uma nova e brusca variacdo na osmolaridade,
pH e composicao do meio, ou sdo lancados no solo, onde estdo sujeitos a dessecacdo. Apesar
de toda esta adversidade, muitos dos ovos liberados pelos trematddeos digenéticos
permanecem viaveis e permitem o prosseguimento do ciclo bioldgico do helminto.

Sendo os fatores acima suficientes para justificar a grande quantidade de estudos
realizados sobre a morfologia, ultraestrutura e composicao, principalmente a casca dos ovos
dos trematddeos.

Muitos autores tem analisado a ultraestrutura da casca do ovo de S. mansoni (BASCH
& BASCH, 1982; RACE et al., 1971; KUSEL, 1970; RACE et al., 1969) e F. hepatica
(WILSON, 1967), mas poucos observaram o ovo inteiro. Neill et al. (1988) realizaram uma
analise ultraestrutural dos ovos de S. mansoni, observando a existéncia das trés camadas: a
camada externa microespinhosa, a camada média intermediariamente densa e a camada
interna densa. A camada de Reynold, que se desenvolve subjacente a casca do ovo, sendo
formada por filamentos ramificados a qual se adere uma unica camada de células escamosas
denominada envelope de von Lichtenberg. Entre este envelope e o embrido hd um espago, a
lacuna de Lehman.

No que se refere ao estudo dos ovos de Eurytrema spp., a literatura apresenta
informacdes acerca do tamanho dos ovos e algumas caracteristicas da casca.

Considerando as espécies E. coelomaticum e E. pancreaticum, Travassos (1944)
registrou o comprimento ¢ a largura de 50 - 42um por 30 - 23um, respectivamente para ovos
de E. coelomaticum. Tang (1950) observou medidas de comprimento e largura de 46 e 32um,
respectivamente, para os ovos de E. pancreaticum. As medidas realizadas por estes autores
indicam que os ovos de E. coelomaticum sao maiores que os de E. pancreaticum (Tabela 2).
Outros estudos destacaram que os ovos, quando maduros, s3o de cor castanho pardo e
apresentam casca espessa (TRAVASSOS, 1944). Porém, Tang & Tang (1977) demonstram
que a casca do ovo ¢ dividida em trés camadas, conforme a maioria das espécies de
trematodeos analisadas e que, geralmente, apresenta as camadas externa e a interna finas e
mais elétrondensas e a camada média espessa e densa. Porém, cada grupo apresenta sua
particularidade na constituicao da parede do ovo.

Tabela 2: Medidas comparativas dos ovos de Eurytrema coelomaticum e Eurytrema
pancreaticum, segundo Travassos (1940) e Tang (1950).

Tamanho dos Ovos Travassos (1944) Tang (1950)
(nm) E. coelomaticum E. pancreaticum

Comprimento 42 -50 46

Largura 23 -30 32
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Atualmente, estudos que analisam a acdo de fungos nematdfagos sobre ovos de
trematodeos tém sido realizados como uma forma de controle biologico alternativo da
euritrematose. Ao observar in vitro a acdo deste tipo de fungo sobre os ovos de E.
coelomaticum, Braga et al. (2008), classificaram em trés tipos os efeitos causados pelos
i1solados dos fungos nos ovos do parasito, apos completarem sete, 10 e 14 dias de exposicao:

- tipo I, efeito litico sem prejuizo morfologico da casca do ovo;

- tipo 1, efeito litico com alteragao morfoldgica da casca e embrido; e,

- tipo III, efeito litico com alteragdo morfologica do embrido e da casca, além de
penetracdo de hifas e colonizagdo interna do ovo.

Um dos isolados (VC1) apresentou resultados percentuais para o efeito do tipo III que
determinam a atividade ovicida de um fungo: 27,2% aos sete dias, 23,1% aos 10 dias e 25,0%
aos 14 dias. Da mesma forma que outro isolado (VC4) apresentou: 15,0% aos sete dias,
25,4% aos 10 dias e 21,8% aos 14 dias respectivamente. Os autores concluiram que Pochonia
chlamydosporia var. catenulata (Kamyschlco ex Barron & Onions) Zare & W-Gams ¢ um
fungo promissor que pode ser usado no controle bioldgico de E. coelomaticum.

Em estudo sobre mortalidade de gado bovino parasitado por E. coelomaticum no
Estado do Parand, os autores, Ilha et al. (2005), relataram terem observado ovos refringentes
acastanhados de FEurytrema sp. aderidos em areas de fibrose no pancreas dos bovinos
desencadeando uma reagdo inflamatoria que variou de ausente a severa, sendo caracterizada
como rea¢do granulomatosa composta por linfocitos, macrofagos e células gigantes
multinucleadas de segmentagdo e ovos operculados ovais com casca grossa marrom
refringentes de trematddeos. Headlley et al. (2009) relataram que infiltrados inflamatorios
associados a infeccdo induziu lesdes pancreaticas predominantemente eosinofilicas e em
alguns casos, as reagdes granulomatosas no parénquima pancreatico foram observadas quando
os ovos foram fagocitados por células gigantes. Resultados semelhantes haviam sido descritos
anteriormente por Belém et al. (1994) e Yamamura et al. (1995). Todos esses dados
demonstram a importancia da parasitose no que tange a producdo pecudria uma vez que
estudos registram que a destruicdo do pancreas ¢ diretamente proporcional a intensidade de
infeccdo (numero de adultos ou ovos) presentes nos ductos pancreaticos interlobulares
(BASSANI et al., 2006; HEADLEY et al., 2009). Condenando o gado ao descarte, mesmo
quando o niimero de ovos nas fezes dos animais parasitados seja inversamente proporcional a
severidade das lesdes ocorridas no pancreas. Isso, provavelmente, seja devido a obstrugdo
mecanica dos ductos pancreaticos pela reagao inflamatdria cronica ocorrida ao redor e fibrose
com obstrucao do limen dos ductos pancreaticos, impedindo que os ovos sejam excretados
com a bilis (YAMAMURA, 1989). Assim, a auséncia de ovos nos exames de fezes nao
significa que o animal ndo esteja parasitado por E. coelomaticum.

2.4.2 Miracidios

Uma das etapas importantes do ciclo de vida de um trematdédeo ¢ a penetracdo do
miracidio no molusco hospedeiro. Este processo inclui a adesdo do miracidio a superficie do
molusco e, subsequente entrada, através da derme do hospedeiro. Assim sendo, a participacao
da papila apical, o “terebratorium”, neste processo ¢ de prima importancia, como destacaram
Dawes (1960) in Wilson (1969a) e Wajdi (1966).

LoVerde (1975) postulou que o topo do “terebratorium” pudesse invaginar para formar
uma estrutura que funcionasse como uma ventosa, o que facilitaria sua adesdo ao molusco.
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Muitos dos estudos realizados sobre a morfologia e ultraestrutura de miracidios
utilizaram como modelos, ciclos aquaticos com infeccdo ativa do molusco e, principalmente,
com espécies de Schistosoma (WIKEL & BOGITSH, 1974; SAKAMOTO & ISHII, 1978;
PAN, 1980) e F. hepatica (WILSON, 1969a; SOUTHGATE, 1970; KOIE et al., 1976).

Wilson (1969b) descreveu a morfologia das células-flama dos miracidios de F.
hepatica, estando estas localizadas anteriormente e, geralmente, orientadas paralelamente ao
longo do eixo do corpo.

Kiimmel (1958) realizou observagdes ultraestruturais do sistema protonefridial do
miracidio de F. hepatica, com detalhes das células-flama e dos tabulos e poros excretores.

Southgate (1970) descreveu a ultraestrutura do tegumento, denominado por ele de
“epiderme”, do miracidio de F. hepatica, citando que as células epidérmicas apdiam-se sobre
a lamina basal existente logo apds a camada muscular e que estas células aderiam-se através
de numerosas jung¢oes fechadas (tight junctions).

Diferente do que ocorre em S. mansoni, o miracidio de outros trematddeos, como F.
hepatica e Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967, perdem suas placas epidérmicas
ciliadas antes da penetracdo no molusco hospedeiro, o que faz com que as alteragdes que
ocorrem nas placas epidérmicas de miracidios de S. mansoni somente apds sua penetracao no
molusco, possam ser observadas nos miracidios de E. paraensei mesmo antes que se dé a
penetracdo no primeiro hospedeiro intermediario. Tang & Tang (1977) relataram que os
miracidios emergidos dos ovos de E. coelomaticum e E. pancreaticum na regido da primeira
parte do intestino do molusco, perdem os cilios antes de atravessarem a camada de células
(parede celular) do intestino. O que leva a conclusdo de que a perda das placas ciliadas ocorra
dentro do molusco. O trabalho destes autores constitui o Unico registro ilustrado do miracidio
de E. coelomaticum, como pode ser observado na Figura 3.

Segundo Voge & Seidel, 1972, durante o processo de eliminagdo das placas
epidérmicas ciliadas, podem estar envolvidos mecanismos como: a¢do concomitante do
batimento ciliar, atividade muscular, expansdo das faixas interepidérmicas contra e sob as
placas, mudanca da osmolaridade do meio. Nos miracidios de S. mansoni (WIKEL &
BOGISTSH, 1974; BASCH & DICONZA, 1974) e de F. hepatica (SOUTHGATE, 1970), a
cavitacdo basal ou a formagdo de vacuolos sob as placas tem sido apontada como causa do
processo de eliminagdo destas estruturas. Inclusive a presenca esporadica destas cavidades ou
vactolos ¢ indicacao de que estas estruturas sejam mais uma consequéncia do que a causa da
eliminacdo das placas epidérmicas, como afirma Meuleman et al. (1978).

Pan (1980) realizou um extenso estudo sobre a ultraestrutura do miracidio de S.
mansoni fazendo poucas referéncias as caracteristicas das células epidérmicas ciliadas.
Porém, o autor descreveu a ultraestrutura das glandulas apical e lateral no miracidio de S.
mansoni, demonstrando uma grande quantidade de granulos elétrondensos em seu interior e a
abertura da glandula apical, a qual conduz material de secre¢ao para o meio externo.

Posteriormente, ao detalhar a regido anterior do miracidio de F. hepatica, Buzzell
(1983), observou que esta possui uma grande glandula apical e quatro glandulas laterais
unicelulares, todas apresentando ductos que se abrem na extremidade do “terebratorium”. A
glandula apical parece estar envolvida no processo de penetragdo do miracidio em seu
hospedeiro intermediario, secretando substancias quimicas com atividade litica no momento
em que a larva adere a superficie do corpo do molusco. J& as glandulas laterais apresentam-se
PAS-positivas e podem conter glicoconjugados neutros.
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Figura 3:

Comparagao entre fases de desenvolvimento de Eurytrema coelomaticum
(Giard & Billet, 1892) Looss, 1907 e Eurytrema pancreaticum (Janson,
1889) Looss, 1907 dentro do primeiro hospedeiro intermediario molusco.
Eurytrema coelomaticum: a. Ovo; b. Miracidio; c-e. Esporocisto-mae de
primeira fase (5-16 dias); i-k. Esporocisto de primeira fase e fase
intermediaria (70 dias e 11 meses); 1. Cercaria; n. Esporocisto maduro.
Eurytrema pancreaticum: f-h. Esporocisto-mae de primeira fase (10-20
dias); m. Cercéria; 0. Esporocisto maduro.

Fonte: Tang & Tang, 1977.
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Alguns autores (LIE & BASCH, 1967; DIMITROV et al., 1995; DIMITROV et al.
1998) utilizaram o estudo das estruturas argentofilicas de miracidio de equinostomatideos
propondo uma taxonomia para representar a distribui¢do de placas epidérmicas ciliadas e de
papilas ao longo do corpo da larva, observando outras estruturas como a presenca de papilas
na regido do “terebratorium” e na primeira faixa interepidérmica dos miracidios, através de
técnica de impregnacao com o nitrato de prata (AgNOs). Esses dados reforcam a hipdtese de
que o numero de faixas de células epidérmicas ciliadas e o numero destas células em cada
faixa sejam caracteristicas que contribuam para classificacdo de género.

Nenhuma observagdo foi realizada, at¢ o momento, sobre a morfologia e
ultraestrutura das placas ciliadas epidérmicas ou sobre o sistema excretor ou demais estruturas
dos miracidios de Eurytrema.

2.4.3 Esporocistos

A auséncia de uma abertura oral, como encontrada nas rédias, de estruturas
especializadas, como o “terebratorium” e as placas ciliadas presentes nos miracidios; das
ventosas oral e ventral e da cauda das cercarias, fizeram com que os esporocistos fossem
considerados, durante muito tempo, como simples sacos germinativos, sendo, por isso,
deixados a parte no estudo das formas larvais dos trematddeos digenéticos.

Alguns estudos foram realizados sobre a morfologia e a ultraestrutura dos estagios
larvais dos digenéticos, porém o estagio esporocisto foi seguidamente omitido nestes estudos
(SAKAMOTO & ISHII, 1978; KREJCI & FRIED, 1994).

Boa parte dos estudos realizados sobre a morfologia/ultraestrutura de esporocistos de
trematddeos digenéticos encontra-se voltada para o desenvolvimento de F. hepatica e S.
mansoni.

Southgate (1970) observou que apo6s a perda das placas epidérmicas ciliadas e a
penetragdo no molusco hospedeiro, o miracidio de F. hepatica origina o esporocisto, através
da expansao das faixas interepidérmicas.

Segundo Meuleman et al. (1978), em um periodo compreendido entre duas e 48 horas
apos a penetracdo, o miracidio de S. mansoni da origem ao esporocisto-mae. Apos a perda das
placas epidérmicas ciliadas, hd o desenvolvimento da camada sincicial do tegumento em sua
maior extensdo. A fina camada externa, agora exposta, torna-se mais espessa € uniforme e
tornando-se fortemente aumentada pela presenca de um grande niimero de microvilosidades e
dobras, as quais sao envolvidas por um material eletrondenso, o que indica a necessidade de
haver intensas trocas entre a larva e a hemolinfa do molusco hospedeiro neste estdgio. Na
base destas projecdes citoplasmaticas, ocorrem invaginagdes, onde sdo encontradas varias
vesiculas, as quais parecem estar se dirigindo ao interior do citoplasma, sugerindo a
ocorréncia de um processo de endocitose. Nesta camada externa, encontram-se mitocondrias,
glicogénio, ribossomos, reticulo endoplasmatico rugoso e inclusdes lipidicas.

O desenvolvimento dos esporocistos de segunda geracao de S. mansoni no interior dos
esporocistos de primeira geracdo foi descrito por Meuleman et al. (1980). O tegumento dos
esporocistos de segunda geragdo apresenta uma organizacdo semelhante aquela dos
esporocistos de primeira geracdo descrita por Meuleman et al. (1978), com uma camada
externa conectada a corpos celulares localizados internamente, os quais formam extensodes
que envolvem as células germinativas. As células do parénquima, onde as células
germinativas estavam incluidas antes, sofreram degeneracdo. Quando os embrides do
esporocisto de segunda geragdo se desenvolvem, eles sdo envelopados por um epitélio
primitivo formado pelas extensdes da estrutura tegumentar dos esporocistos de primeira
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geragdo. As células somadticas se expandem e coalescem na periferia da larva em
desenvolvimento, para formarem a futura camada externa do tegumento, o epitélio primitivo
degenera e a camada recém-formada perde seus nucleos, tornando-se conectada aos corpos
celulares nucleados localizados internamente.

As alteragdes ocorridas na transformacao do miracidio de S. mansoni apds a sua
penetra¢do em Biomphalaria glabrata (Say, 1818) foram descritas por Pan (1996) através de
técnicas ultraestruturais relatando que cinco horas apds a penetracdo, a larva ndo tem
caracteristicas especificas que lhe permitam classificar como miracidio ou esporocisto, sendo
denominada por este autor de pds-miracidio, caracterizando-se num estagio vulneravel, pois
se encontra desprovido de sua superficie protetora e estando os tecidos internos como a
lamina basal e os musculos expostos as atividades de defesa do hospedeiro. Cerca de cinco
horas apds sua penetracdo no molusco, o miracidio d4 origem a um esporocisto, ja
completamente envelopado por um fino tegumento sincicial, cujos corpos celulares estdo
localizados abaixo das camadas musculares e conectados ao sincicio por pontes
citoplasmaticas. O autor observou que durante este processo, logo apds a perda das placas
epidérmicas ciliadas, as faixas interepidérmicas se expandem e o nimero das vesiculas ligadas
a membrana aumenta significativamente nas faixas interepidérmicas e nos corpos celulares
destas, onde ha um aumentado nlimero de mitocondrias e a expansdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso, encontrando ainda grande niimero de ribossomos e complexo de
Golgi e carboidratos sugerindo uma intensa atividade de sintese protéica. Estas vesiculas
também foram observadas assim como nas pontes citoplasmaticas, o que sugere que estas
estruturas sdo sintetizadas nos corpos celulares e deslocadas até as faixas interepidérmicas.
Muitas das vesiculas aderem a superficie interna da membrana das faixas interepidérmicas e,
entdo, rompem-se liberando seu contetdo eletrondenso nos tecidos do molusco, enquanto suas
membranas sdo incorporadas ao novo tegumento em formagao. Nas regioes onde o conteido
destas vesiculas ¢ liberado, os pseudopodes dos amebocitos se espalham sobre a superficie do
tegumento do parasito. Tal fato sugere que além de atuarem como reservas de membrana para
a rapida formacgao do novo tegumento, as vesiculas ligadas a membrana liberam substancia(s)
que protege(m) o esporocisto-mae recém-formado do ataque das células de defesa do
hospedeiro, evitando seu intimo contato com a superficie do novo tegumento.

Segundo Ataev et al. (1997), o desenvolvimento intramolusco dos esporocistos de
Echinostoma caproni Richard, 1964 ¢ constituido por cinco fases. (I) Repouso - o
esporocisto-mae para € ndo se move por, no minimo cinco minutos, tornando a parede do
corpo mais espessa € com formacao de processos papiliformes posteriores, através dos quais
o0s esporocistos se prendem aos tecidos do molusco. (I) Migragdo - apos cinco a nove horas
da penetracdo, o esporocisto comeca a se mover ativamente em dire¢do ao coracdo do
molusco (dependendo do local de penetracdo a rota de migracdo pode ser variada). (III)
Crescimento - apoOs alcancar o coragdo, ocorre o rapido aumento do numero de células
somaticas e o rapido desenvolvimento do material germinativo, tendo uma duragdo de oito a
14 dias. (IV) O periodo de reproducao - com duragao de 14 a 24 dias, ¢ caracterizado por um
intenso processo de desenvolvimento e producdo de embrides de rédias, durante seu tempo de
vida, o esporocisto origina cerca de 15 rédias-mae, metade destas ¢ originada das células
germinativas e a outra metade das células germinativas secundarias originadas a partir das
células indiferenciadas. (V) Degeneragao - ocorre entre 22 a 31 dias apds a infeccao, apds o
periodo de produgdo de rédias, sendo o inicio da degeneracdo o fator responsavel pelo final do
processo de reprodugdo, uma vez que quando os esporocistos comecam a degenerar, ha ainda
embrides de rédia em seu interior.
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Segundo Tang & Tang (1977), os esporocistos de primeira geracdo de E.
coelomaticum sdo formados apods a travessia dos miracidios na parede do intestino do
molusco. Os esporocistos, entdo, crescem e assumem um formato de bola e se aderem na
parte externa da parede do intestino. Em condi¢des de temperatura adequada, estes se
desenvolvem e apds 3 a 4 meses de infeccao, as bolas germinativas existentes no interior do
esporocisto de primeira fase (Figura 3), também chamado de esporocisto mae, originam
esporocistos em formato de tiras, alongados, de tamanhos diferentes (Figura 3). Depois de 5 a
6 meses, sdo produzidas no interior do esporocisto, cercarias de cauda curta e espinhosa. Os
esporocistos maduros, esporocistos de segunda geragdo ou esporocistos filhos, saem do
esporocisto mae, se movem em dire¢cdo a camara de ar localizada na regido anterior do
molusco e se depositam nesta regido, podendo formar grupos de 10 a 120 individuos. Em
seguida, estes sdo liberados através do orificio de respiragdo dos moluscos (pneumostoma).
Os esporocistos maduros de E. coelomaticum sao finos e compridos/alongados (6,9-7,9 x 0,7-
1,0mm). Ao entrar em contato com o ambiente externo, a parede externa se destaca da parede
interna do esporocisto, as duas extremidades da parede externa encolhem, a parede interna da
cercaria se move em dire¢cdo a parede média do corpo e se dobra, deixando todo esporocisto
estufado na parte intermediaria. As extremidades apresentam formatos e comprimentos
diferentes (Figura 3).

Cortes histologicos da serosa da porgao posterior do intestino de B. similaris infectada
por E. coelomaticum, realizados por Brandolini & Amato (2001), mostraram que os
esporocistos de primeira geragao apresentavam formato oval, contendo em seu interior uma
massa de células germinativas, sendo as referéncias citadas acima as Unicas que relatam sobre
a morfologia deste estagio larval em E. coelomaticum.

A questdo sobre a classificacdo de E. pancreaticum e E. coelomaticum sempre foi
ponto de discussdo de diversos autores. Durante o processo de trabalho de Tang & Tang
(1977) foi possivel observar que as espécies possuem caracteristicas com diferencas sutis em
relacdo ao ciclo de vida, como por exemplo, o tamanho do esporocisto de primeira geragao de
E. pancreaticum ¢ maior que o de E. coelomaticum (Figura 3), assim como os esporocistos de
segunda gerac¢do, maduros, eliminados pelos caramujos policromos sdo mais curtos € grossos
(2,3-5,9 x 0,9-1,5mm). No ambiente externo, a parede interna do esporocisto de E.
pancreaticum ¢ descamada como a parede externa. Diferente do que ocorre em esporocistos
de E. coelomaticum, os esporocistos de E. pancreaticum, ao serem eliminados encolhem e se
dobram na regido imediatamente apds o meio do corpo, o tegumento na regido anterior ¢ mais
espesso, cuja base aumenta, adquirindo um aspecto inchado, o qual vai diminuindo em
direcdo a regido posterior do corpo (Figura 3).

Segundo Ataev et al., 1998, grande parte dos estudos que mostram o desenvolvimento
dos esporocistos, o fazem através de analise histologica e histoquimica, uma vez que
observagdes in vitro, nao permitem a sobrevivéncia das larvas por um tempo prolongado,
sendo dificil a manuten¢do de larvas de trematddeos em meios de cultura. Dessa forma, o que
se observa na verdade ¢ apenas a transformagdo de miracidio em esporocisto € ndo o
desenvolvimento deste ultimo estagio larval.

Porém, nos trabalhos de Tang & Tang (1977), os autores registraram a capacidade de
sobrevivéncia dos esporocistos de segunda geragcdo de E. coelomaticum no ambiente externo.
Nos esporocistos maduros apods sua eliminagdo pelo pneumostoma dos moluscos para o meio
externo, gragas a prote¢do da parede do cisto e dos liquidos da parede interna, as cercarias
mantem a capacidade de infeccdo no meio externo depois de certo periodo. Hashito (1973) in
Tang & Tang (1977) registrou que as cercarias de E. pancreaticum podem sobreviver até 48
horas no meio externo e sao capazes de sobreviver até 60 horas em condi¢des de laboratorio.

20



Sob temperatura de 20-23 °C, Tang & Tang (1977) colocaram esporocistos maduros ou de
segunda geracdo junto com folhas de grama em meio imido, pouco imido e seco durante 24 —
60 horas. Em tempos diferentes, realizaram dissecacdo de C. maculatus e analisaram as
condi¢des de infeccdo dos esporocistos. Os autores concluiram que: (I) a parede interna
completa garante a sobrevivéncia das cercarias no interior do esporocisto por um periodo no
meio externo; (II) a capacidade de encolhimento da parede interna dos esporocistos ndo muito
maduros ¢ deficiente, as cercarias também ndo sao maduras. Ao sair do corpo dos caracois, 0s
esporocistos sdo engolidos pelo C. maculatus e apenas poucas cercarias podem se desenvolver
para metacercarias; (III) as cercérias dos esporocistos maduros no meio externo podem
sobreviver de 30 a 60 horas, mas a capacidade de infec¢do atinge pico nas primeiras 24 horas.
O ambiente de sobrevivéncia dos C. maculatus ¢ préximo ao dos caracois. No meio pouco
umido, os esporocistos liberados pelos caracois possuem capacidade de infeccdo em 1-2 dias.

2.4.4 Cercarias e metacercarias

Na maior parte das espécies dos trematddeos a cercéria constitui um estagio larval que
deixa o organismo do molusco hospedeiro intermediario, alcanca o meio exterior e conquista
um novo hospedeiro, seja um segundo hospedeiro intermediario, por infeccdo ativa ou
passiva, ou um hospedeiro definitivo, infec¢do ativa. Isso torna este estagio larval alvo de
muitos estudos e observagdes, principalmente, no que se refere a sua capacidade de adaptar-se
tdo rapidamente a mudangas de ambientes com caracteristicas tdo variadas, como pH,
temperatura e osmolaridade.

Em um estudo sobre a ultraestrutura das cercarias de S. japonicum Katsurada, 1904,
utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV), Sakamoto & Ishii (1978) observaram
a presenca de espinhos no tegumento das larvas, inclusive na regido da cauda destas.
Utilizando a impregnagdo com AgNQOs;, estes autores observaram o numero e o padrdo de
distribuicdo das papilas no corpo e na cauda das cercarias.

A existéncia de algumas caracteristicas marcantes das cercarias define seu tipo
morfoldgico, podendo, inclusive, determinar o género — a “echinostome cercaria”, como ¢ o
caso de Echinostoma, que apresenta um caracteristico colar de espinhos periorais.

A descrigdo da morfologia e ultraestrutura das cercéarias recebe grande atencdo
taxondmica pela presenca destas e de outras estruturas, especialmente nos estudos voltados
para Echinostoma. Varios autores registraram caracteristicas das cercérias durante o seu
desenvolvimento, como: constituigdo do tegumento e surgimento de espinhos
(MOHAMED,1992); (re)descri¢ao da cauda e dobras tegumentares (JEYARASASINGAM et
al.,, 1972; KANEV & FRIED, 1982; KANEV et al.,1993; KANEV & FRIED, 1994);
terminagdes nervosas sensoriais/papilas (Zdarska, 1992; FRIED & FUJINO, 1987).

Em 2002, Dorsey et al. realizaram uma extensa revisdo sobre a ultraestrutura da
cercaria de S. mansoni, descrevendo, por microscopia eletronica de transmissdo (MET), os
tipos celulares que ocorrem no tegumento e¢ sistemas nervoso, osmorregulador, muscular e
primordios do digestivo. Células caracteristicas do estagio cercarial também foram descritas e
estes autores relacionaram estes tipos celulares com o processo de penetracao no hospedeiro
definitivo.

Tang & Tang (1977) observaram que os esporocistos de segunda geracdo maduros
possuem, em seu interior, centenas de cercarias de cauda curta espinhosa (Figura 3). O
tamanho da cercaria de E. coelomaticum é de 0,23 — 0,37 x 0,112 — 0,140mm, de
comprimento e largura, respectivamente, ventosa oral com 0,049 — 0,055mm de diametro, que
¢ menor do que a ventosa ventral que apresenta 0,05 — 0,0mm de diametro; as células da
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parede do ducto excretor sdo em forma de tubo e possuem ntcleo celular visivel, a formula
das células-flama ¢ 2[(2+2+2)+(2+2+2)]=24, esta ordem continua até as cercarias da fase
tardia (Figura 3.16). Os autores sugerem que esta ordem continue até a fase adulta.

As cercéarias de E. pancreaticum apresentam 0,33 — 0,38 x 0,12 — 0,15mm de
comprimento e largura, respectivamente, ventosa oral com 0,06 — 0,07mm de diametro, que ¢
pouco maior do que ventosa ventral que possui 0,05 — 0,06mm de diametro, as células da
parede do ducto excretor sdo mais grossas (Figura 3) quando comparadas as de E.
coelomaticum. Com estas diferengas, os autores consideraram E. pancreaticum ¢ E.
coelomaticum como espécies proximas, mas diferentes.

Os valores descritos acima podem ser comparados com os registrados anteriormente
por Travassos (1944) e Tang (1950) na Tabela 3.

O estudo mais detalhado sobre o desenvolvimento de E. coleomaticum no seu segundo
hospedeiro intermediario, inseto, foi realizado por Tang & Tang (1977) no qual discorreram
sobre a quantidade de esporocistos administrados experimentalmente aos insetos,
evidenciando que estes podiam albergar de uma a 461 metacercarias, e que estas poderiam ser
encontradas na cavidade abdominal do inseto, podendo ou ndo atingir a regido do torax. Os
autores também concluiram que ao sairem do corpo dos caramujos e serem engolidas pelo
Conocephalus maculatus, apenas poucas cercarias podem se desenvolver em metacercarias,
apesar das cercarias dos esporocistos maduros no meio externo poderem sobreviver de 30 a
60 horas, a capacidade de infecc¢do atinge pico nas primeiras 24 horas.

Posteriormente, Itagaki & Chinone (1982) registraram as medidas das metacercarias
de E. coelomaticum. Os autores observaram que estas atingem 350um de comprimento.

Segundo Mattos Jr. (1987), as metacercarias de E. coleomaticum se localizam tanto no
abdomen, onde ocorrem com maior frequéncia, quanto no térax do seu segundo hospedeiro
intermediario. O niumero de metacercarias por inseto foi de 72 em média e, as medidas dos
cistos aos 23 dias pds-infec¢do variou de 322 a 368um de comprimento, por 184pum de
largura. Os cistos possuiam aspecto brilhante de coloragdo marrom palido, eram arredondados
ou ovais e demonstravam uma parede bem delimitada, lisa e bastante resistente. As
metacercarias estdo envolvidas por um tecido frouxo acidofilico e os cistos apresentavam
parede acelular, coloracao basofilica e possivelmente constituidas por fibras colagenas. O
nimero médio de metacercérias encontradas por estes autores foi bem menor que os
registrados por Tang & Tang (1977). Bash (1966) destacou que ¢ dificil assegurar a
maturidade do esporocisto e que, algumas cercarias podem ser mortas pelas pegas bucais do
hospedeiro (esperanca), regurgitadas, ou ndo penetrarem no intestino do inseto devido a
causas desconhecidas.

Tabela 3: Medidas comparativas das cercarias de Eurytrema coelomaticum e Eurytrema

pancreaticum.
Tamanho das cercarias Travassos (1944) Tang (1950)
(mm) E. coelomaticum E. pancreaticum
Comprimento do corpo 0,23-0,370 0,33-0,38
Largura do corpo 0,112-0,140 0,12-0,15
Ventosa oral (didmetro) 0,049-0,055 0,06-0,07
Ventosa ventral (diametro) 0,05-0,06 0,05-0,06
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2.5 Filo Mollusca: Biologia, Ecologia e Importancia

O Filo Mollusca se constitui em um dos mais numerosos filos animais apresentando-se
distribuido em diferentes habitats até mesmo nos mais especializados micronichos ecologicos.
Espécies de moluscos sdo encontradas desde profundas depressdes marinhas até montanhas
com grandes altitudes, em regides aridas e desérticas e até em planicies geladas duramente
atingidas pela longa dura¢ao do inverno (BARBOSA, 1995).

Os gastropodes pulmonados terrestres sdo conhecidos por sua importancia econdmica
e médico-veterindria. Diversas espécies sao comestiveis ¢ amplamente comercializadas,
enquanto outras sdo pragas agricolas de diversas culturas ou atuam como hospedeiros
intermediarios de varias espécies de helmintos. Aceitam uma ampla lista de itens alimentares,
podendo permanecer durante semanas ou meses sem alimento (MEAD, 1979).

2.5.1 O molusco Bradybaena similaris (Férussac, 1821)
Posigdo taxondmica segundo BURCH (1982) e THOME et al. (1996).

Filo Mollusca Linnaeus, 1758
Classe Gastropoda Cuvier, 1797
Ordem Stylommatophora Schimidt, 1856;
Subordem Sigmurethra Pilsbry, 1900;
Infraordem Holopoda Pilsbry, 1896;
Superfamilia Helicoidea Rafinesque, 1815;
Familia Xanthonychidae Strebel & Pfeiffer, 1879;
Subfamilia Bradybaeninae Pilsbry, 1939;
Género Bradybaena Beck, 1837;
Bradybaena similaris (Férussac, 1821).

Bradybaena similaris tem como sindnimos Helix similaris Férussac & Deshayes,
1820/1850 e Eulota similaris Tryon & Pilsbry, 1894 (THIELE, 1931; BURCH, 1982).

Em sua revisao sobre o género Bradybaena Beck, 1837, PILSBRY (1934) considerou
Fruticicola Held, 1837 como seu sindnimo. Entretanto, THIELE (1931) havia citado
Bradybaena e o sindnimo Eulotella (Moussoun) Martens, 1891.

Segundo Burch (1982), Xanthonychidae Strebel & Pfeiffer, 1879 tem como sindnimos
Bradybaenidae Pilsbry, 1934 e Fruticicolidae Lindholm, 1927.

A concha de B. similaris apresenta aspecto geral heliciforme, com parede espessa e
forte, constituida por cinco a seis voltas de espiras. O perfil das voltas é convexo, base
arredondada translucida e lisa. Mostra suturas evidentes, porém nao muito profundas. As
linhas de crescimento sdo mais pronunciadas na volta corporal, dando um aspecto levemente
rugoso a superficie da concha. O umbilico ¢ aberto, com os bordos se abrindo amplamente,
sem, contudo, ser muito profundo. A abertura da concha ¢ semilunar, com os bordos
refletidos, ndo sendo guarnecida por lamelas ou dentes. Cor variando de castanho claro a
marrom, com ou sem uma faixa de coloracdo marrom, que acompanha a sutura no seu limite
superior e se estende na volta corporal até o bordo da abertura, sendo visivel também pela
face interna da concha, como pode ser observado na Figura 4. No espécime adulto, a concha
mede aproximadamente 9 a 13 mm de altura e 13 a 18 mm de didmetro (ARAUJO, 1989;
THOME et al., 1996).
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Figura 4: Conchas de Bradybaena similaris (Férussac, 1821).
Fonte: Sea Shell Hub, 2006.
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Vérios caracdis e lesmas tém distribuicdo mundial gragas a atividade humana. O
comércio de plantas e a importacdo de matrizes para criagdes sdo as principais rotas para a
introdugdo de espécies exoticas. A espécie B. similaris é originaria do sudeste da Asia (regido
da China) e foi introduzida em varias regides tropicais do mundo, inclusive no Brasil, através
do comércio de plantas (PURCHON, 1968). Foi registrada no continente americano
(LOURENCO, 1960; HUBRICHT, 1963; OLIVEIRA et al., 1971; FULLINGTON, 1975;
DUNDEE & CANCIENNE, 1978; JAUME et al.,, 1981; LEAHY, 1980, 1984) e nos
continentes Europeu e Asiatico (PILSBRY, 1926, 1934; GERMAN, 1929; YANAGIHARA,
1930; EMURA, 1932; HASS, 1935; KARAVAEVA, 1976).

Os moluscos constituem excelentes modelos para experimentagdo animal em estudos
de fisiologia, comportamento, genética, ecologia, evolucdo e relacdo parasito/hospedeiro.
Dentre os pulmonados terrestres, B. similaris ¢ uma das espécies mais comuns no Brasil. Esse
fato a torna ideal para estudos experimentais, pois apresenta manejo simplificado, alta taxa
reprodutiva e grande adaptacdo a condigdes de laboratorio.

Bradybaena similaris estd amplamente distribuida em nosso territorio, sendo
registrada em todos os Estados da Unido, desde a linha do Equador até aqueles situados nos
limites da Regidao Sul, podendo ser citados os estados do Amapa, Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina ¢ Sao Paulo (ARAUJO,
1989). Sendo mais freqlientemente encontrada nos meses quentes e¢ chuvosos do ano
(MATTOS, 1987; AMATO & BEZERRA, 1989; GRAEFF-TEIXEIRA et al. 1993).

Bradybaena similaris foi utilizada como modelo experimental em diversos estudos de
criagdo e manutengdo sob condigdes de laboratério (LOUREIRO, 1960); biologia
(OLIVEIRA et al., 1968); morfologia do sistema reprodutor (OLIVEIRA et. al., 1971;
LEAHY, 1984; PICORAL & THOME, 1989); morfologia da concha, camara palial, radula,
mandibula e aparelho genital (ARAUJO, 1989); morfo-anatomia (THOME et al., 1996);
densidade populacional x crescimento x reproducdo (ALMEIDA & BESSA, 2000); fisiologia
e bioquimica (HODASI, 1979, 1982; LEAHY, 1980; LIRA et al., 2000; COOK, 2001;
FURTADO, 2002); levantamentos de pragas-agricolas (SANTOS, 1982, 1994), entre outros.

A importancia médico-veterinaria de B. similaris se deve ao fato de participar de
diversos ciclos de parasitos, como primeiro e, as vezes, unico hospedeiro intermediario.
Sendo utilizada em diferentes estudos experimentais envolvendo o desenvolvimento dos
parasitos, rota de migracao, aspectos bioquimicos, ecoldgicos, entre outros.

A infec¢do natural de B. similaris pelo digenético Postharmostomum gallinum
Witenberg, 1923, foi registrada pela primeira vez, em Honolulu, Hawai por Alicata (1938).
Este parasito quando adulto ¢ encontrado nos cecos intestinais de aves domésticas,
principalmente galinhas caipiras, Gallus gallus Linnaeus, 1758. Bezerra (1989) estudou sob
condi¢des experimentais aspectos do relacionamento de B. similaris como hospedeiro
intermediario de P. gallinum.

Estudos sobre a influéncia da infeccdo por E. coelomaticum sobre consumo de
oxigénio, reserva glicolitica, alteragdes nos depdsitos de calcio e na fungao reprodutiva de B.
similaris foram realizados por Paschoal & Amato (1993; 1996). O desenvolvimento larval de
E. coelomaticum em B. similaris foi estudado sob condi¢des experimentais por Brandolini &
Amato (2001) que detalharam a rota de migrag¢do dos estagios larvais intra-molusco. Estudos
bioquimicos envolvendo espécimes de B. similaris infectados e nao-infectados foram
realizados por Azevedo et al. (1996); Pinheiro & Amato (1994); Pinheiro (1996); Souza et al.
(2000).

Além dos registros de infeccdo por trematddeos digenéticos, B similaris também atua
como hospedeiro intermediario de nematdides. Em 1993, foi registrado por Graeff-Teixeira et
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al. na regido Sul do Brasil, a infec¢do natural de B. similaris por Angiostrongylus
(Parastrongylus) costaricensis (Monera & Céspedes, 1971). Caldeira et al. (2007) registraram
a infeccao de B. similaris por Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935) na regido Sudeste do
pais.

2.6 Relacionamento Fisiologico entre Estagios Larvais de Trematodeos e o
Molusco/Primeiro Hospedeiro Intermediario

Segundo Becker (1980), ao invadir o seu hospedeiro molusco, as larvas de
trematodeos causam-lhe danos pela retirada de substancias, as quais seriam utilizadas como
nutrientes pelo molusco, causando-lhe um estado nutricional semelhante aquele gerado por
um curto periodo de jejum severo. Além da retirada de substratos utilizados pelo molusco
para a manutencdo de seu metabolismo basal e para os processos de crescimento e
reproducdo, as larvas de trematddeos ainda eliminam, no organismo do molusco, os seus
produtos de degradagdo e outros produtos que interferem no metabolismo normal do animal
hospedeiro.

O estudo realizado por Paschoal & Amato (1993) com B. similaris infectada
experimentalmente com E. coelomaticum revelou que ndo existe diferenca significativa no
consumo de oxigénio entre moluscos infectados e ndo-infectados e verificaram um menor
acimulo de glicogénio nas células da glandula digestiva dos moluscos infectados, quando
comparados aos nado-infectados. Enquanto que os esporocistos de segunda geracdo de E.
coelomaticum apresentaram reacao que indicava presenca de reservas glicoliticas.

Pinheiro & Amato (1994) observaram neste mesmo sistema, que alteragdes nos
depositos de glicogénio na glandula digestiva e da massa cefalopodal do molusco sofreram
redugdes de 99,14% e 96,70%, respectivamente, ao final do periodo pré-patente. Porém, esta
reducdo foi menor em relagdo a concentragao de glicose na hemolinfa do hospedeiro.

Pinheiro & Amato (1995) observaram que a oviposicao de B. similaris infectada com
E. coelomaticum foi reduzida em 96,32% e que com a evolucdo dos estdgios larvais
intramolusco, o contetdo de DNA no complexo glandula de alblimen-ovotestis aumentava
gradativamente, alcangando 700% ao final do periodo pré-patente. J& com relagdo ao
conteido do RNA neste mesmo sitio, estes autores observaram redugdo de até 8,38%. Tais
resultados demonstraram que a infec¢ao provoca alteracdes no metabolismo de carboidratos
do molusco, causando um estado de inani¢do, determinando um processo de castracao
nutricional, onde os processos de duplicacdo de material genético nao sofrem influéncia, mas
provocam alteragdes nos processos plasticos que envolvem a transcricdo e a tradugdo da
informacao genética.

O jejum ¢ uma condicao fisioldgica que se assemelha a infec¢do por trematddeos, que
causam mudangas quantitativas e qualitativas nos niveis de proteina e carboidrato dos
caracois. Pinheiro (1996) observou que o jejum leva a uma redugdo semelhante aquela
observada por Pinheiro & Amato (1994), nos depositos de glicogénio e galactogénio de B.
similaris infectada. Trinta dias de privacdo de alimento causaram uma porcentagem de
redugdo equivalente a 140 dias de infeccao por E. coelomaticum. Em resposta a essa redugao
dos niveis de carboidrato ocasionado pelo jejum, o caracol usa outros substratos para
obtencdo de energia para sua manutengao.

Lira et al. (2000) observaram uma alteracdo no conteido da proteina total na
hemolinfa de B. similaris ap6s um periodo curto de jejum, mostrando uma tendéncia
significativa a decrescer. Tais resultados sugerem que em resposta ao jejum e ao decréscimo
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nos depositos de carboidratos, o molusco passa a metabolizar/degradar mais intensamente
aminodacidos e proteinas.

Souza et al. (2000) analisaram o conteudo de uréia e acido urico na hemolinfa de B.
similaris em funcdo da inani¢do e da infec¢do com E. coelomaticum ao longo de 30 dias e
observaram que a concentragdo de uréia nos moluscos era de 15.090mg/dl para os nao-
infectados e de 9.399mg/dl para os alimentados, sendo a relagdo de uréia/acido urico 1.6. A
concentragdo de uréia nos moluscos em de inanicdo aumentou até 363.237mg/dl, aos 15 dias
de inani¢do e o conteudo do 4acido turico variou até 11.761mg/dl, aos 10 dias de jejum. A
concentracdo de uréia nos infectados foi reduzida até 2.123mg/dl, aos 30 dias de infecgdo, € o
conteido de 4cido urico aumentou significativamente aos 25 dias de infeccdo, sendo
13.820mg/dl. O que vem corroborar os resultados de Lira et al. (2000), evidenciando a
geracdo de elevadas quantidades de produtos nitrogenados de degradacdo em virtude da
imensa utilizagdo de aminoacidos e proteinas pelos moluscos em jejum.

Por se tratarem de bons indicadores de lesdes de tecido, a atividade das
aminotransferases (transaminases) foi estudada por alguns autores: na hemolinfa de moluscos
infectados com larvas de trematédeos (MANOHAR et al., 1972), em tecidos infectados por
trematodeos (CHRISTIE & MICHELSON, 1975) e em caracdis nao-infectados (NABIH et
al., 1990). A atividade destas enzimas também foi estudada em caracdis sob jejum (EL-
EMAM & EBEID, 1989). A atividade de aminotransferases nos caracéis sob jejum pode ser
alterada. Um estudo, sobre a atividade das aminotransferases (AST ¢ ALT) na hemolinfa de
B. similaris sob condigdes experimentais de jejum severo, de Pinheiro et al. (2004), revelou
que ao 10° dia de jejum, atividade da AST foi 416,6% mais alta que a observada em caracois
alimentados e a atividade da ALT s6 variou significativamente aos 30 dias de jejum. Tais
dados indicam haver a lesdo celular em moluscos em jejum, determinando a elevagdo da
atividade da AST na hemolinfa destes animais.

Moreira et al. (2003) ao analisarem os efeitos de diferentes periodos de jejum nos
depdsitos de calcio na hemolinfa e na concha de B. similaris verificaram que ap0s trinta dias
de jejum, o conteudo de célcio na hemolinfa do caracol reduziu em 84%, enquanto que o
contetdo de calcio na concha reduziu em 25%.

Outros estudos realizados recentemente, apesar de nao considerarem a mesma
interface parasito/hospedeiro do presente trabalho, também contribuem para elucidar as
questdes a que vem sendo direcionadas as pesquisas atuais quanto a relagdao trematddeo x
molusco.

No estudo sobre o comportamento de amebocitos de Biomphalaria tenagophila
(d’Orbigny, 1835) infectadas por S. mansoni, por outros Digenea e a resisténcia a
superinfeccao, presente em infec¢des mistas, Balan et al. (1993) verificaram nos exames
histopatologicos que nas superinfec¢des ocorre total degeneragdo dos esporocistos primarios
de S. mansoni, tendo os esporocistos de todas as outras espécies de digenéticos permanecido
integros. Os testes com hemolinfa revelaram que nos exemplares ndo infectados, o valor
protéico foi maior que nos exemplares infectados por S. mansoni. Quando se comparou com
moluscos capturados no campo, os moluscos nascidos e mantidos em laboratorio
apresentaram valores maiores de proteina na hemolinfa. Também se verificou “in vitro” que a
atividade fagocitica aumenta em grupos infectados. Pelo perfil eletroforético obtido da
hemolinfa dos moluscos infectados pelos diferentes trematddeos, foram encontradas
alteracdes que mostram caracteristicas especificas de cada diferente tipo de infeccdo. As
imunodifusdes e imunoeletroforeses permitiram afirmar que ha diferencas qualitativas e
quantitativas na hemolinfa de B. tenagophila do campo, parasitadas quando comparadas com
a hemolinfa de moluscos do grupo controle, livres de infecgao.
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Ao testar a suscetibilidade de B. glabrata a infec¢ao com o trematddeo digenético E.
paraensei, DeGaffé¢ & Loker (1998), correlacionando-a com a habilidade de produtos de
excregao e secrecao derivados dos esporocistos deste parasito interferirem no comportamento
de propagagdo de hemocitos do hospedeiro, concluiram que o numero de hemocitos
disponivel para um determinado molusco recebe influéncia quanto a sua vulnerabilidade a
infec¢cdo com o parasito.

Otranto e Traversa (2003) num estudo sobre dicrocoeliose registraram que os
relatorios sobre a parasitose estdo aumentando, especialmente devido a expansdo de habitats
secos desertificados ¢ o aumento da resisténcia a anti-helminticos, discutindo as mais recentes
investigagdes sobre sua diagnose e controle, assim como a viabilidade de estratégias de
administracao ambientalmente amistosas.

Um estudo desenvolvido por Walker (2006) sobre o regulamento molecular da
resposta do sistema de defesa do molusco fornece uma nova corrente para estudos que
enfocam uma extensdo do conceito original — alteragdes nas vias de sinaliza¢do celular do
hospedeiro através da agdo de trematodeos. A hipotese ¢ de que, para facilitar a sua
sobrevivéncia e replicagdo no hospedeiro intermediario, os trematddeos parasitos
“dowregulate” as respostas de defesa do hospedeiro, interferindo com vias de transducao de
sinal chave nas células de defesa do molusco.

Massa et al. (2007) utilizaram analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia para
determinar os efeitos de uma infec¢do patente por S. mansoni nos acidos carboxilicos do
complexo glandula digestiva-gobnada e hemolinfa de B. glabarata, e concluiram que a
infeccdo pelo parasito causa uma reducdo significativa nas concentra¢des de acidos acético,
fumarico, malico e acido piravico do complexo glandula digestiva-gonada, mas nao na
hemolinfa dos moluscos quando comparados a moluscos ndo infectados. Essa reducdo sugere
que estes acidos sejam utilizados pelos esporocistos e cercarias em desenvolvimento no
molusco ou que a infec¢do estimule a redugdo da producdo ou aumento na utilizagdo pelo
tecido do molusco.

Um estudo onde B. glabrata foi exposta concomitantemente aos trematodeos, S.
mansoni ¢ E. caproni, revelou que a co-exposicdo niao sé influencia o estabelecimento
(presenca ou auséncia) de determinadas espécies de parasitos, mas também causa impactos a
historia de vida do hospedeiro, reproducdo do parasito e interagdo de viruléncia
(SANDLAND et al., 2007).

Muiioz-Antoli et al. (2007) estudaram o efeito experimental da infec¢do por
Echinostoma friedi (Toledo et al. 2000) na longevidade, crescimento e fecundidade de
moluscos juvenis das espécies Radix peregra (Miiller, 1774 - Lymnaea peregra sensu Toledo
et al. 2000) e B. glabrata, constatando que em moluscos infectados R. peregra a morte
comeca mais cedo, mas numa extensao prolongada, enquanto que B. glabrata tem um tempo
de vida mais curto. A infec¢do e exposicao por miracidios pode retardar o desenvolvimento
normal de R. peregra, enquanto que B. glabrata pode ter o crescimento excessivo
(gigantismo) quando comparado ao grupo controle. Além disso, o parasito causa uma
castragdo parasitdria total nos dois moluscos infectados.

No trabalho de Lefévre et al. (2008), os autores propdem quanto as alteracdes de
comportamento do hospedeiro induzidas pelos parasitos, de que certos parasitos afetam
caracteristicas relacionadas ao desempenho de seus hospedeiros, com o objetivo de ativar
nestes, respostas compensatorias, uma vez que elas possam contribuir para transmissao do
parasito. Assim, segundo Poulin (2007), muitos parasitos reduzem totalmente ou parcialmente
a fecundidade do hospedeiro, por drenagem da energia do hospedeiro, reproducao e para o seu
proprio crescimento. E uma freqiiente conseqiiéncia da reduc¢do da fecundidade ¢ o
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gigantismo do hospedeiro, especialmente em moluscos que atuam como 0s primeiros
hospedeiros intermediarios de trematdédeos (MINCHELLA, 1985).

No intuito de melhor compreender a imunidade de B. glabarta e a compatibilidade na
relagdo hospedeiro-parasito, com S. mansoni, foram estudadas as respostas anti-patogénicas
do molusco através de ORESTES (Open reading frames EST sequences). A comparacao dos
processos bioldgicos com diferentes transcriptomas indicou que o molusco aumenta o
transporte de oxigénio e ligacdo de metal em reacdo a todos os desafios e que as respostas do
molusco frente a bactérias Escherichia coli (Escherich, 1885) e Micrococcus luteus
(Schroeter, 1872) Cohn, 1872 (Approved Lists 1980) emend. Wieser et al. 2002) eram
semelhantes e diferiam das respostas para S. mansoni, que era menos inclusiva e ineficaz que
para bactérias (HANELT et al. 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Tendo em vista atingir os objetivos propostos foi empregada a metodologia descrita a
seguir.

3.1 Estabelecimento da Colonia e Manutencio de Bradybaena similaris em Laboratério

Espécimes jovens e adultos de B. similaris foram coletados, manualmente, em jardins
e hortas nas circunvizinhangas do Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ), RJ, Brasil (Latitude -22°44°28”, Longitude 43°42°27”, Altitude 23m),
acondicionados em recipientes plasticos e transferidos para o Laboratério de Biologia e
Ecologia de Helmintos, Departamento de Biologia Animal, Instituto de Biologia, da mesma
Instituicao.

No laboratorio, os moluscos foram mantidos em terrdrios plasticos que mediam
20x30x10cm e forrados com uma camada de terra de aproximadamente 2cm de altura,
previamente esterilizada em estufa a 100°C por 2 horas, sendo mantida a umidade necessaria
para sua sobrevivéncia através de borrifacdes durante a manutengdo dos terrarios que foram
fechados por um tecido de malha fina para evitar a entrada de insetos e a saida dos moluscos
(Figura 5).

Os moluscos foram alimentados com folhas frescas de alface (Lactuca sativa) e pepino
(Cucumis sativus), ambos ad libitum, os quais eram previamente imersos em uma solucao de
acido acético 0,05%. A manutencdo e observacao dos terrarios foram feitas periodicamente
até a realizagao das dissecacgoes.

Grupos com, aproximadamente, 30 moluscos foram distribuidos e mantidos em 10
desses terrarios.

Uma amostra de 30 moluscos coletados foi dissecada para verificagdo de infeccdes
prévias. Verificando-se a auséncia de infec¢des naturais nos diferentes locais de coleta, os
demais moluscos poderiam ser utilizados para a realizagao do presente estudo.

A manutencao foi realizada em dias alternados e periodicamente, a terra era revolvida
e examinada, na presenca de postura, os ovos eram transferidos para outro terrario.
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Figura 5:  Terrario para manutengdo de espécimes de Bradybaena similaris no Laboratorio de
Biologia e Ecologia de Helmintos, da UFRRJ.



CLASSE B - INFECTADO #
N° de moluscos: 50
Data: 06/03/09
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3.2 Obtencao dos Ovos de Eurytrema coelomaticum

As formas adultas do parasito foram coletadas do pancreas de bovinos naturalmente
infectados com E. coelomaticum e abatidos no Frigorifico Irapuru Industria e Comércio de
Carnes Ltda (Barra Mansa, RJ, Brasil), originarios de diferentes municipios do Estado, como
Passa Trés, Itaguai, Seropédica, Resende e do proprio municipio de Barra Mansa.

Os pancreas infectados foram transferidos para recipientes plasticos e levados, sob
refrigeracdo, até o laboratério nas dependéncias da UFRRJ, onde a coleta dos helmintos
presentes nos ductos pancreaticos foi processada utilizando tesoura de ponta fina, estilete e
pincel n°2 (Figura 6).

Os espécimes de E. coelomaticum eram transferidos para placa de Petri, contendo
solugdo salina fisiologica de NaCl a 0,85% ou solugdo balanceada de Locke (HUMASON,
1972), onde permaneciam por 24 horas, a temperatura ambiente, para eliminacao dos ovos.
Posteriormente, o contetido liquido de cada placa, assim como os helmintos, foi passado por
uma peneira colocada sobre calice de sedimentacdo. Sobre o material da peneira, foi
derramada dgua destilada para que todos os ovos eliminados e os que estivessem aderidos ao
tegumento do parasito, passassem para o interior do calice. Os helmintos foram retirados
destas peneiras e processados segundo AMATO (1985). O calice de sedimentagdo
permaneceu em repouso por 2 horas. Apos esse periodo o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento transferido para pequenos recipientes. Os ovos foram lavados trés vezes em
solucdo de Locke e reservados para utilizagao sob refrigeracao.

3.3 Obtencao dos Miracidios de Eurytrema coelomaticum

Os miracidios de E. coelomaticum nao eclodem no ambiente externo, uma vez que a
infeccdo do molusco hospedeiro ¢ passiva, os ovos sdo ingeridos pelo molusco e, através do
movimento de raspagem realizado pela radula, sofrem um processo abrasivo e abrindo-se, na
regido do opérculo, permitindo a eclosdo do miracidio. Desta forma, para proporcionar a
observa¢ao do miracidio fora do ovo, seguiu-se a técnica descrita por Tang (1950). Os ovos
foram colocados entre lamina e laminula, efetuando-se uma leve pressao sobre esta ultima.
Com a aplicacdo desta pressdo, o ovo se rompe, ndo pela regido opercular, mas permite a
saida do miracidio e visualizagdo de suas estruturas.

3.3.1 Impregnacao dos miracidios com nitrato de prata (AgNO3)

Esta etapa foi realizada para observagao da estrutura das placas ciliadas, sua
organizagao e arranjo no corpo do miracidio, assim como estruturas sensosriais argentofilicas,
tais como papilas, dos miracidios de E. coelomaticum utilizando a técnica de impregnacao
com nitrato de prata (AgNO3), segundo Amato et al. (1991).

Os ovos foram colocados entre lamina e laminula contendo agua destilada e
pressionados. Uma solugdo aquosa de AgNOs 0,5% foi aquecida a 60° C em vidro de relogio
e uma gota desta solucao foi adicionada ao material da lamina. O material foi exposto a luz de
uma lampada de 100 W, por dez minutos para a redugdo da prata e lavado trés vezes em agua
destilada, utilizando cinco minutos em cada lavagem.

As lavagens do conteido da lamina eram feitas, por capilaridade, através do
gotejamento de dgua destilada em um dos lados da laminula e puxando a 4gua com um papel
filtro encostado no outro lado da laminula.
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Posteriormente, foi feita a lutajem da laminula com esmalte incolor e o material foi
observado em microscopio de luz campo claro, usando objetiva de imersao (100x).

3.4 Infeccido Experimental de Bradybaena similaris com Ovos de Eurytrema
coelomaticum

Para a realizagdo das infecgdes experimentais, os moluscos foram, primeiramente,
medidos (diametro da concha) com auxilio de paquimetro, sendo considerados para o estudo
aqueles com a medida da concha de 6 a 14mm (Figura 7). Inicialmente, os moluscos foram
divididos em 4 classes de tamanho, considerando a varia¢ao do diametro da concha: Classe C
(3 a 5,9mm), Classe B (6 a 9,9mm), Classe A (10 a 13,9mm) e Classe D (14 a 16,9mm).
Posteriormente, foram colocados agrupados em placa de Petri, com 10cm de diametro e 2cm
de altura, que continham pedacos de folha de alface pipetados com ovos de E. coelomaticum,
aproximadamente 10 ovos/molusco. As placas foram tampadas e os moluscos foram mantidos
em contato com os ovos “overnight”. Apos esse periodo, os moluscos foram transferidos para
os terrarios onde se dava continuidade a manutencao (alimentacdo, manutengdo da umidade,
higienizacdo do terrario com retirada dos moluscos mortos, verificagdo e transferéncia de
ovipostura) e as observagoes até a coleta da hemolinfa e dissecacdo. O material residual das
dissecacdes era descartado, seguindo normas de rotina, sendo portanto fixado em etanol 70°
GL e encaminhado para incineragdo. A principio, estabeleceu-se que as dissecacdes seriam
realizadas aos 0, 30, 60 e 90 dias apos a exposicdo aos ovos do parasito com a finalidade de
observagao dos diferentes estagios larvais intramolusco, porém devido a mortalidade ocorrida,
especialmente nas Classes A e D, as dissecagdes dos moluscos ocorreram nos periodos de 0,
30, 60, 82, 100 dias apos a infecgdo. Isso levou a desconsideracdo da divisdo em Classes no
decorrer do experimento, optando-se por priorizar o tempo de infec¢do/nimero de moluscos
garantindo, assim, a terminalidade do desenvolvimento larval intramolusco.

A caracterizagdo morfoldgica dos esporocistos de primeira geracdo foi baseada em
larvas obtidas através da dissecagao dos moluscos 30 dias apds a exposi¢do aos ovos de E.
coelomaticum. J& a caracterizagdo dos esporocistos de segunda geracdo foi baseada em larvas
divididas em dois grupos: (I) composto por esporocistos de segunda geracdo em
desenvolvimento em B. similaris, experimentalmente infectados e dissecados com 82 a 100
dias de infeccao, e outro grupo (II) composto por larvas expelidas expontaneamente pelos
caramujos infectados, B. similaris, de 79 a 120 dias apds a exposi¢do aos ovos E.
coelomaticum.

As cercarias foram divididas em dois grupos: (I) composto por cercérias obtidas de
esporocistos de segunda geracdo retirados de moluscos dissecados aos 82 aos 100 dias de
infeccdo, e outro grupo (II) composto por cercarias obtidas de esporocistos expelidos dos 79
aos 120 dias poOs-exposicao aos ovos de E. coelomaticum pelos moluscos B. similaris
infectados.

3.5 Eliminacao dos Esporocistos de Eurytrema coelomaticum

Vinte moluscos experimentalmente infectados, divididos em dois grupos, foram
mantidos em placas de Petri a partir do 82° dia de infec¢do para facilitar a observacao dos
esporocistos de segunda geragdo apds serem eliminados. Estes foram recolhidos das placas
utilizando-se pincel fino n°2 e fixados em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,1 M,
pH 7,4, a 4° C até serem processados para andlise morfoldgica.
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Figura 6: Esquema demonstrativo da obtencao dos ovos de Eurytrema coelomaticum.
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Figura 7: Esquema demonstrativo da infec¢@o experimental de Bradybaena similaris com
ovos de Eurytrema coelomaticum e periodo de dissecagdo.
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3.6 Morfologia e Ultraestrutura dos Ovos e Estagios Larvais de Eurytrema coelomaticum
3.6.1 Microscopia de luz

Esta etapa foi realizada para observacdo da morfologia dos ovos, miracidios,
esporocitos e das cercarias.

Para o estudo através da microscopia de luz (ML), o material obtido de dissecacdes
dos vermes adultos (ovos) e aqueles dos moluscos infectados (esporocistos e cercarias) foram
fixados em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato (C;HsAsO,Na) 0,1 M, pH 7,4, a 4° C,
por 24 horas, corados pela Hematoxilina de Delafield (Humanson, 1972) e montados em
laminas de vidro com Balsamo do Canadé (Figura 8). Estas laminas foram observadas ao
microscopio e as larvas medidas usando camera Olympus BXS5, utilizando ML de campo
claro e DIC (contraste interferencial diferencial) para observac¢ao de sua morfologia geral, as
imagens foram obtidas com camera Olympus DP12.

3.6.2 Microscopia eletronica de varredura

Ovos embrionados de E. coelomaticum foram fixados em glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato (C;HgAsO;Na) 0,1 M, pH 7,4, a 4° C, por 24 horas (Figura 9). Apds a
fixacdo, foram lavados no mesmo tampao por trés vezes, durante 15 minutos cada lavagem, e
pos-fixados em tetroxido de 6smio (OsOs) 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% por 40
minutos, no escuro. A seguir, os ovos eram lavados, novamente, por trés vezes, durante 15
minutos cada lavagem no mesmo tampao e seguindo-se a desidratacdo em série etanolica
crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 3 x 100%), utilizando 15 minutos para cada concentracao
de alcool etilico. Apds a desidratagcdo, o material foi secado em camara de ponto critico CPD
BALTEC, utilizando CO, (Baltec CPD). Os ovos secos foram montados em suportes
metalicos, previamente revestidos com fita dupla face de carbono e cobertos com ouro
(PINHEIRO et al., 2004a), aplicando-se uma camada de, aproximadamente, 14 nm.

Os ovos foram observados utilizando um microscopio eletronico de varredura Jeol
JSM 5310, a 20 kV e as imagens digitalizadas através do programa SemAfore.

Os esporocistos e as cercarias foram processados e observados da mesma forma que os
OVOSs.

3.6.3 Microscopia eletronica de transmissao

Os ovos foram fixados do mesmo modo empregado para MEV e lavados trés vezes no
mesmo tampao de diluicdo do fixador e pos-fixados em OsO4 1% e KsFe(CN)g 0,8%, por 40
minutos, a temperatura ambiente, no escuro, seguindo-se a desidratacdo, empregando-se em
série cetonica crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 3 x 100%), utilizando quinze minutos em
cada concentragdo de acetona (Figura 10).

Ap6s a desidratacdo, o material foi infiltrado com resina epdxi Polybed-812 em
proporgdes crescentes de resina, mantidos por 24 horas em cada dilui¢do acetona:Epon (5:1,
4:1,3:1,2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5). ApOs esta etapa, os ovos foram mantidos em resina pura,
sendo feitas trés trocas de resina a cada 24 horas. Os ovos foram transferidos para uma forma
contendo resina pura e deixados polimerizar de forma convencional em estufa, a 60° C, por 48
horas. Os blocos obtidos foram trimados manualmente e as secgdes ultrafinas, com 60 nm de
espessura, feitas em ultramicrétomo RMC. Os cortes ultrafinos foram coletados em grades de
cobre de 300 malhas e contrastados em solugdo aquosa de acetato de uranila
[(UO,CH;30,),.2H,0] 2,5% por 40 minutos, no escuro, sendo, em seguida, lavados trés vezes
em agua destilada, utilizando dez minutos em cada lavagem e transferidos para uma solugao



aquosa de citrato de chumbo [Pb(C¢H707),] por cinco minutos e, apds este tempo, lavados
trés vezes em agua destilada, utilizando, dez minutos em cada lavagem (PINHEIRO, 2004b).
Os cortes foram observados em um microscopio eletronico de transmissao Zeiss 900,
usando 80 kV. As imagens foram obtidas usando o software iTEM.
Os esporocistos € as cercarias foram processados e observados da mesma maneira que

0S OVOS.



Figura 8: Microscopia de luz dos ovos e estagios larvais de Eurytrema coelomaticum.
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Figura 9: Protocolo de processamento dos ovos e larvas de Eurytrema coelomaticum para
microscopia eletronica de varredura, segundo Pinheiro et al. (2004a).
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Figura 10: Protocolo de processamento de ovos e larvas de Eurytrema coelomaticum até a
observacdo ao microscopio eletronico de transmissdo, segundo Pinheiro et al.
(2004b).
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3.7 Analises Bioquimicas

Para o estudo bioquimico, a hemolinfa dos moluscos infectados e nao-infectados foi
coletada por punc¢do da cavidade pericardica, sob estereomicroscopio, usando-se capilar e foi
mantida sob refrigeracdo até a sua utilizagao.

A atividade das aminotransferases, AST, ALT e yGT, na hemolinfa do molusco
infectado foi determinada pelo método de Reitman & Frankel (1957), empregando-se Kit
Doles, seguindo o principio:

1) ALT e AST
As aminotransferases sao enzimas que catalisam a transferéncia de grupamentos amina
e alfa aminoacidos para alfa acetoacidos:

ALT
L-alanina + cetoglutarato =——=> glutamato + piruvato
AST

L-aspartato + cetoglutarato =—=> glutamato + oxalacetato

O piruvato e o oxalacetato formados sdo proporcionais a atividade enzimatica e
medidos através de suas hidrazonas, intensamente coradas, em meio alcalino.

1) yGT
A vy-Glutamiltransferase (y GT) ¢ uma enzima que catalisa a transferéncia do grupo
Glutamil, da 7y-Glutamil-p-Nitroanilida (substrato), para a Glicilglicina (receptor), com
liberacao de p-Nitroanilina, de acordo com a seguinte reagao:
v-GT

v-Glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + Glicilglicina ———

v-Glutamil- glicilglicina + 3-Carboxi-4-nitroanilina

A p-Nitroanilina liberada ¢ diazotada através da reacdo de Bratton-Marshal

modificada:

p-Nitroanilina + NaNO, em meio acido — composto diazo

U

Composto diazo + N - (1-Naftil)-Etilenodiamina

U

composto final de cor rosea
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A absorbancia do composto final ¢ medida em 530nm ou filtro verde.

A hemolinfa coletada e congelada também foi utilizada para determinag¢do do
conteudo de proteinas totais € amdnia, apds ser misturada e homogeneizada, a dosagem das
proteinas totais e amonia foi realizada através do reagente de Folin-Ciocalteau para proteinas
segundo Lowry et al. (1951) in Villela et al. (1997) e expressa em mg%, que se baseia na
redu¢do do cobre em meio alcalino. As leituras foram feitas usando um espectrofotometro
Micronal em 700 nm de comprimento de onda, com um branco de reagdo onde a amostra foi
substituida por agua destilada, os valores de concentracio de proteinas totais foram
determinados através da Lei de Lambert-Beer, a partir das absorbancias obtidas, utilizando-se
uma solucdo-padrao de BSA 40 mg/dl.

Para a determinagdo do conteido de amoénia na hemolinfa, foi utilizado método
colorimétrico de Mitchel (1972) e Felker (1977), onde a amoénia é quantificada como ions
NH,". A determinagdo colorimétrica foi feita em espectrofotometro Micronal, usando
comprimento de onda de 630 nm, tendo como branco de reacdo um tubo onde a amostra foi
substituida por agua deionizada e uma curva de solucdo-padrao de cloreto de amdnio
(NH4Cll) com valores de 0 a 1000 nmoles de NH, /ml foi construida para a determinagio dos
valores observados nas amostras.

Todas as leituras espectrofotométricas foram feitas com, pelo menos, trés repeticdes.

3.8 Analises Estatisticas

Os valores das determinacdes bioquimicas para os diferentes periodos de infeccao
foram expressos pela média e desvio padrdo e analisados através do teste de Tukey (P<0,05)
para comparagdo das médias. A relacdo entre o contetido de produtos nitrogenados e a
atividade das aminotransferases e y-glutamiltranstedase nos moluscos infectados e do grupo
controle e o tempo de infec¢do foi determinada pela andlise de regressdao polinomial de
primeira ordem para verificar a significancia da relagdo entre as alteragdes observadas e o
tempo de infec¢ao com E. coelomaticum.

Para estas analises foram utilizados os programas GraphPad Prism", versio 1.00,
GraphPad Software Incorporated e GraphPad InStat ", versio 2.05a, GraphPad Software Inc.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfometria e Ultraestrutura dos Ovos e Estagios Larvais de FEurytrema
coelomaticum

4.1.1 Ovos

Quando observados ao microscopio de luz (ML), os ovos embrionados e ndo
embrionados de E. coelomaticum apresentam-se distintos. Os ovos embrionados ou maduros
apresentavam formato alongado, coloragdo marrom escura (castanha) e continham em seu
interior o miracidio totalmente desenvolvido (Figura 11a, b). Ja os ovos ndo embrionados ou
imaturos apresentavam coloragdo amarelo clara e, em seu interior, o embrido ainda em
processo de formacao (Figura 11c, d). Também pode ser observado o opérculo (Figura 11c, d)
que pode ser destacado sob uma leve pressao sobre a laminula (Figura 11e, f).

Segundo Soulsby (1987), apds a fecundacao, os ovos sdo envoltos pelos precursores
da casca e durante seu deslocamento pelo utero, ocorre o desenvolvimento do embrido e a
elaboragdo da casca, com liberacdo dos ovos através do poro genital. Dependendo do
ambiente em que o ciclo aconte¢ca, o ovo quando liberado contem o miracidio totalmente
formado ou ndo. Sendo a infeccado do molusco, ativa ou passiva e os fatores determinantes da
eclosdo do miracidio, de origem ambiental ou do hospedeiro, respectivamente. Os ovos do £
coelomaticum contem o miracidio totalmente formado e sdao ingeridos pelo molusco,
caracterizando a infec¢do passiva, com a eclosdo ocorrendo no interior do trato digestivo do
molusco. A observagdao dos ovos ao ML com a luz polarizada demonstrou a diferenca de
refringéncia entre os ovos maduros e imaturos (Figura 12a-d). Tal diferenca pode estar
relacionada ao processo de tanificacdo de proteinas presentes na casca dos ovos, que ocorre
no interior do utero do verme adulto e que caracteriza a maturagao dos ovos.

Quando observados ao microscopio eletronico de varredura (MEV), foram registrados
os ovos agrupados (Figura 13a) e os ovos isolados, onde a casca do ovo apresentou uma
superficie sem especializagdes evidentes, sendo esta quase lisa. O opérculo se apresentava
arredondado, na regido anterior do ovo, com uma topografia bem demarcada (Figura 13b, c).
O limite entre o opérculo e as demais regides da casca do ovo também ficou bastante evidente
ao MEV.

Os ovos foram medidos apresentando comprimento médio igual a 44,97+3,83 (38,67 -
51,40) um e largura média igual a 30,71+2,54 (25,79 - 34,47) um. Tais medidas se
aproximam mais da registradas por Travassos (1944), onde E. coelomaticum apresentava ovos
com comprimento e largura de 42 - 50um por 23 - 30um, respectivamente. Tais medidas sao
menos semelhantes as registradas por Tang (1950), que observou medidas de comprimento e
largura de 41 - 55um por 28 - 38um, respectivamente, para os ovos de E. pancreaticum,
sendo maiores do que as de E. coelomaticum (Tabela 4).
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Tabela 4: Comparagdo das medidas dos ovos de Eurytrema coelomaticum e
Eurytrema pancreaticum. Média + desvio padrdo; (amplitude de variacdo).

Medidas Estudo atual Travassos (1944) Tang (1950)
(nm) E. coelomaticum  E. coelomaticum E. pancreaticum
Comprimento 44 97+3 83 42 - 50 41 -55

(38,67 - 51,40)

Largura 30,71+2,54 23-30 28 —38
(25,79 - 34,47)

Diante da tdo controvertida nomenclatura destes trematdodeos, a diferenca nas
dimensdes dos ovos, pode constituir um pardmetro para corroborar a separacdo de E.
pancreaticum ¢ E. coelomaticum como espécies diferentes. Estando de acordo com o que foi
apontado por Zheng et al. (2007) através de estudos moleculares.

A observagao de cortes ultrafinos dos ovos de E. coelomaticum ao microscopio
eletronico de transmissao (MET), evidenciou a sua casca ¢ restos de um miracidio em
degeneracao no seu interior (Figura 13d). A casca deste ovo ¢ bastante espessa, medindo 3,70
+ 0,56um (3,3 — 4,1) de espessura nas extremidades (polos) e 2,32 £ 0,43um (1,8 — 2,8) de
espessura nas laterais. Sendo possivel distinguir trés diferentes camadas: as camadas interna e
externa mais eletrondensas e finas e a camada intermediaria menos eletrondensa e
constituindo praticamente todo o material que compde a casca do ovo (Figura 13e).

A euritrematose bovina causa, principalmente, danos pancreaticos aos animais
infectados, o que lhe confere importancia veterinaria. Dessa forma, o estudo ou a descri¢ao da
morfologia e ultraestrutura dos ovos das espécies de trematodeos envolvidas (Eurytrema spp.)
torna-se mais um instrumento para a identificagdo do parasito e consequente o tratamento com
medidas de controle para evitar a doenca.

Em estudo sobre mortalidade de gado bovino parasitado por E. coelomaticum no
Estado do Parana, Ilha et al. (2005), relataram terem observado ovos refringentes
acastanhados de FEurytrema sp. aderidos em areas de fibrose no pancreas dos bovinos
desencadeando uma reagdo inflamatoria que variou de ausente a severa, sendo caracterizada
como rea¢do granulomatosa composta por linfocitos, macrofagos e células gigantes
multinucleadas envolvendo ovos do trematodeo (operculados ovais com casca grossa marrom
refringentes).

Headlley et al. (2009) relataram que infiltrados inflamatorias associadas ao mesmo
parasito induziram lesdes pancreaticas predominantemente eosinofilicas e em alguns casos, as
reagoes granulomatosas no parénquima pancreatico foram observadas quando os ovos haviam
sido fagocitados por células gigantes. Resultados semelhantes foram descritos anteriormente
por Belém et al. (1994) e Yamamura et al. (1995).

Todos esses dados demonstram a importancia da parasitose no que tange a producdo
pecuaria uma vez que estudos registraram que a destrui¢do do pancreas ¢ diretamente
proporcional a intensidade de infeccdo (niimero de adultos ou ovos) nos ductos pancreaticos
interlobulares (BASSANI et al., 2006; HEADLLEY et al., 2009), condenando o gado ao
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descarte, mesmo quando o numero de ovos nas fezes dos animais parasitados seja
inversamente proporcional a severidade das lesdes ocorridas no pancreas. Isso,
provavelmente, ocorra devido a obstrugdo mecanica dos ductos pancreaticos pela reacao
inflamatéria cronica desenvolvida ao redor e fibrose com obstrugdo do Iimen dos ductos
pancreaticos, impedindo que os ovos sejam excretados com o0 suco pancreatico
(YAMAMURA, 1989). Assim, a auséncia de ovos nos exames de fezes ndo significa que o
animal ndo esteja parasitado por E. coelomaticum.
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Figura 11:

Microscopia de luz de ovos de Eurytrema coelomaticum. a e b. Ovos
mostrando a. extremidade anterior (ae) e posterior (pe) com o miracidio
(mi) dentro. ¢. Ovo com a extremidade anterior (ae) mostrando a regido do
opérculo (op). O ponto de inser¢ao do opérculo no ovo ¢ mostrado pelas
setas. d. A extremidade anterior (ae) do ovo com o opérculo (op) evidente.
e ¢ f. Ovo com opérculo (op) destacado.
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Figura 12:  Microscopia de luz polarizada dos ovos de Eurytrema coelomaticum. a. Ovo
maduro. b. Birrefringéncia do ovo maduro. ¢. Ovo imaturo. d. Birrefringéncia
do ovo imaturo.
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Figura 13:

Ovos de Eurytrema coelomaticum. a. Vista geral de um conjunto de ovos
(MEV). b. Vista lateral de um ovo com a regido do opérculo (op)
evidenciada (MEV). ¢. Vista superior da regido do opérculo (op) (MEV). d.
Seccao ultrafina transversal de um ovo, evidenciando sua casca (es) € o
miracidio (mi) degenerado em seu interior. Barra de escala=2um (MET). e.
Corte ultrafino mostrando um detalhe da extremidade posterior de um ovo,
com as camadas externa e interna mais eletrondensas e a regido intermediaria
menos eletrondensa e muito mais espessa. Barra de escala= lum (MET).
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4.1.2 Miracidio

Os miracidios de E. coelomaticum nao eclodem no ambiente externo, uma vez que a
infeccdo do molusco hospedeiro ¢ passiva, os ovos sdo ingeridos pelo molusco e, através do
movimento de raspagem realizado pela radula, sofrem um processo abrasivo e abrindo-se, na
regido do opérculo, permitindo a eclosdo do miracidio. Desta forma, para proporcionar a
observacao do miracidio fora do ovo, seguiu-se a técnica descrita por Tang (1950). Os ovos
foram colocados entre lamina e laminula, efetuando-se uma leve pressdo sobre esta tltima.
Com a aplicagao desta pressdo, o ovo rompeu, nao pela regido opercular, mas permitiu a saida
do miracidio (Figura 14a).

O miracidio ¢ alongado no sentido antero-posterior. Na regido anterior, observou-se o
“terebratorium” (Figura 14b), o qual Tang (1950) chamou de “estilete”, segundo este autor
esta estrutura € eversivel, podendo se introverter ou extroverter, e corresponde a cerca de um
quarto do comprimento do corpo do miracidio. No presente estudo, com a variagdo do foco,
foi possivel observar o corpo da larva coberto por cilios (Figura 14c, d). E na Figura 15a um
detalhe de um miracidio no momento da sua eclosdo, com o opérculo do ovo ainda preso a
linha de fratura em um ponto do ovo, evidenciando as células germinativas em posi¢ao
posterior.

O “terebratorium”, também denominado papila apical por alguns autores, conforme
dito anteriormente ¢ uma estrutura eversivel que pode ser encontrada em diferentes estagios
de contragdo, em funcdo do momento em que se observa o miracidio. A movimentacao do
“terebratorium” pode formar uma estrutura concava, semelhante a uma ventosa a qual tem
como fungdo aderir a larva a superficie do molusco hospedeiro, dando inicio ao processo de
penetragdo, como foi observado por Wilson et al. (1971) nos miracidios de F. hepatica.

Pinheiro et al. (2005) ao observar secgdes da regido do “terebratorium” de E.
paraensei a0 MET, constatou a natureza altamente muscular do “terebratorium”, com fibras
musculares dispostas em dois sentidos diferentes, o que indica que esta estrutura tem a
capacidade de introverter-se e extroverter-se, num plano vertical, e também de alongar-se ou
distender-se no plano horizontal.  Wilson (1969a) atestou que a musculatura do
“terebratorium” de F. hepatica é complexa, havendo uma camada de fibras circulares abaixo
da superficie corrugada e a seguir existem seis fibras retratoras papilares. As fibras
longitudinais e circulares estdo aderidas umas as outras € a camada mais superficial por
numerosos desmossomos € o “terebratorium” se contrai como uma unidade, ndo havendo o
deslizamento de uma fibra em relacao a outra. Em seu extenso estudo sobre a ultraestrutura
dos miracidios de S. mansoni, Pan (1980) apenas citou a presenga destes dois tipos de fibras
musculares e a sua implantagao.

No presente estudo foi observado o tamanho do miracidio de E. coelomaticum,
29,5x33,7um, largura e comprimento, respectivamente. Os estudos de Tang (1950)
registraram o tamanho dos miracidios de E. pancreaticum, que variou de 28-32um e os de
Tang & Tang (1977) registraram em suas ilustracoes medidas de 24,6x30um, largura e
comprimento, respectivamante. Assim, os miracidios de E. coelomaticum registrados no
presente estudo apresentaram medidas maiores que os de E. pancreaticum ¢ E. coleomaticum
registrados anteriormente.

Através da microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC), sdo observadas as
estruturas que correspondem as células germinativas, predominantemente localizadas na
regido posterior do corpo dos miracidios (Figura 15a, b), que dardo origem ao estagio larval
seguinte, o esporocisto de primeira geracao.
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Na Figura 15b, pode-se observar um miracidio com a faixa interepidérmica evidente.
Tal observacdo permite concluir que a faixa anterior de placas epidérmicas ciliadas
anteriormente ¢ constituida por duas células. Provavelmente, a imagem da faixa
interepidérmica tenha sido confundida com um estilete por Tang (1950), nas observagdes
feitas para o miracidio de E. pancreaticum e por Tang & Tang (1977) para o miracidio de E.
coelomaticum. Uma placa epidérmica ciliada posterior pode ser observada em um miracidio
submetido a impregnacao por AgNO; (Figura 15c). O tamanho e a posi¢ao desta placa,
associados a observacdo da faixa interepidérmica na regido anterior, demonstram que o
miracidio de E. coelomaticum possui duas faixas de células epidérmicas ciliadas, uma anterior
e outra posterior, sendo cada faixa composta por duas células (ou placas) epidérmicas ciliadas
em posicdo ventrodorsolateral. Desta forma, de acordo com a nomenclatura proposta por
Dimitrov et al. (1995), pode-se propor a seguinte descri¢ao:

E=2E, +2E, E;=1 + 1E,VDL
E,=1+ 1E,VDL

No presente estudo, ndo foram observadas papilas na regido do “terebratorium” e da
faixa interepidérmica do miracidio de E. coelomaticum.

Tang (1950) observou que o miracidio de E. pancreaticum possui uma marcagdo de
faixas de placas epidérmicas e auséncia de cilios. O autor relatou que existiam duas linhas de
placas ciliadas na epiderme do miracidio, mas o numero de placas em cada linha nao foi
determinado. E acrescentou que as extremidades, anterior e posterior, do corpo, bem como a
zona em frente a regido equatorial do corpo do miracidio também ndo eram ciliadas.

Miracidios de algumas espécies de trematddeos, como E. paraensei, apresentam
manchas ocelares (“eyespots”). Diferente do miracidio de E. coelomaticum que nao apresenta
estas estruturas. As manchas ocelares estdo diretamente relacionadas com a fase de vida livre
da larva e a necessidade de encontro do hospedeiro ativamente, o que ndo ocorre em E.
coelomaticum, ja que a infec¢do do primeiro hospedeiro intermediario ocorre de forma
passiva.

Cabe destacar que os resultados apresentados no presente estudo, constituem o
primeiro registro de imagens por microscopia de luz do miracidio de E. coelomaticum. Tang
(1950) registrou em seu estudo acerca do ciclo de vida de E. pancreaticum aspectos do
miracidio desta espécie de trematddeo. No que diz respeito ao E. coelomaticum sequer a
formula que descreve a distribuicdo das placas epidérmicas ciliadas ao longo do corpo do
miracidio havia sido descrita. Para permitir a observagdo de maiores detalhes da sua
morfologia externa e interna, ¢ preciso obter uma quantidade elevada de miracidios dos ovos e
proceder a impregnacdo desses miracidios com nitrato de prata (AgNOs) para realizar a
observacdo das mesmas e sua distribui¢ao através de ML. A obten¢ao de um elevado niimero
de larvas permitira ainda seu processamento visando a observacdo destas ao MET e ao MEV.

As caracteristicas descritas no presente estudo para os miracidios de E. coelomaticum,
corroboram com Tang & Tang (1977) quando a figura (desenho) contida neste trabalho ¢
comparada com as observagdes realizadas no presente estudo. Contudo, esses autores nao
descreveram a morfologia do miracidio, apenas ilustraram-no.
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Figura 14:

Microscopia de luz de miracidio de Eurytrema coelomaticum
miracidium. a. Ovo (e) mecanicamente fraturado com liberacdo de um
miracidio (mi). b. Miracidio (mi) mostrando a extremidade anterior (ae)
com o “terebratorium” (te) extrovertido e extremidade posterior (pe). ¢ e
d. Miracidio (mi) mostrando os cilios (ci) da placas epidérmicas ciliadas
na regido anterior (ae).
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Figura 15:

Microscopia de luz de miracidio de Eurytrema coelomaticum. a. DIC do
detalhe de um miracidio (mi) no momento da eclosdo, onde ¢ possivel
evidenciar o opérculo (op) destacado do ovo (e) e as células germinativas
posteriores (gc). b. DIC da regido anterior evidenciando a faixa inter-
epidérmica (ier) entre as placas epidérmicas ciliadas anteriores, células
germinativas (gc), vesicula excretora (ev) e os cilios (ci).
ae=extremidade anterior; pe=extremidade posterior. ¢. Detalhe de
miracidio impregnado com nitrato de prata (AgNOs) evidenciando o
contorno de uma placa epidérmica ciliada posterior (ep).
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4.1.3 Esporocistos
4.1.3.1 Esporocisto de primeira geracio ou esporocisto-mae

Os esporocistos de primeira geracdo, também chamados de esporocistos-mae, foram
observados nos moluscos, 30 dias apos a exposi¢do aos ovos de E. coelomaticum. Estes se
apresentaram como uma massa aderida a face celomatica da parede intestinal de B. similaris,
caramujo hospedeiro (Figura 16a) e de acordo com sua posi¢ao no corpo do molusco, foram
vistos como uma massa arredondada ou alongada, com 0,1078 + 0,0269mm (0,096-
0,1196mm) (Figural6b, c). No interior dos esporocistos de primeira geragdo foi possivel
observar inumeras células germinativas agrupadas, chamadas no conjunto de bolas
germinativas, as quais dardo origem aos esporocistos de segunda geracdo ou esporocistos-
filhos. As bolas germinativas tem nucleo evidente com nucléolos proeminentes e densos,
posicionados centralmente. O tegumento ¢ composto por uma camada de poucas células
(Figura 16b, c).

A superficie externa do tegumento ndo tem especializagdes, apresentando apenas
algumas dobras e quando um espécime fraturado foi analisado, foi possivel observar a parede
membranosa do tegumento com 3,0-4,5 mm de espessura, assim como, bolas germinativas e
fibras musculares no interior da larva (Figura 16d).

A presenga das dobras no tegumento, nesta fase de desenvolvimento larval do parasito,
sugere um aumento da superficie de absor¢do. Visto que nao existe uma abertura oral,
determinando que o esporocisto adquira os nutrientes, necessarios para seus intensos
processos metabolicos de divisao e diferenciacao celulares exclusivamente por absor¢ao via
tegumento.  Southgate (1970) observou também intmeras dobras no tegumento dos
esporocistos de F. hepatica apos 24 horas de infeccdo e 60 horas apos o contato do molusco
com o miracidio, foram observadas involugdes entre as dobras, sugerindo a ocorréncia de
pinocitose através desta estrutura.

As seccoes semi-finas de esporocistos de primeira geragao mostraram que o tegumento
foi dividido em duas regides diferentes: uma camada externa mais eletrondensa e,
imediatamente abaixo, uma camada interna menos eletrondensa (Figura 17a). A cavidade
corporal com bolas germinativas foi observada logo abaixo da camada interna do tegumento
(Figura 17a).

Secgdes ultrafinas observadas por MET mostraram a superficie externa do tegumento
com muitas proje¢oes ¢ dobras (Figura 17b). Pelo fato dos esporocistos estarem aderidos a
parede do intestino, foi possivel observar a interface entre a larva e os tecidos do molusco
hospedeiro (Figura 17d, f), em alguns pontos desta interface, a larva esta intimamente
associada aos tecidos do hospedeiro, sendo dificil definir o limite entre ambos (Figura 17f).
Porém, em outros cortes observa-se um consideravel espago entre a larva em desenvolvimento
e os tecidos do hospedeiro, alcangando 3,8um (Figura 17d).

Logo abaixo da superficie do corpo da larva estd localizada a camada sincicial com
muitos granulos eletrondensos e perfis mitocondriais (Figura 17¢). A camada sincicial estd
apoiada sobre uma lamina basal cuja espessura varia. Em algumas regides esta lamina basal ¢
muito fina e quase imperceptivel (Figura 17a, b, c, f). Abaixo desta lamina basal, a camada de
fibras musculares circulares foi observada, seguida imediatamente por outra camada de fibras
musculares arranjadas longitudinalmente (Figura 17c¢, d, e). Desmosomos ou
hemidesmosomos nao foram observados nas jungdes da lamina basal e das fibras musculares
circulares, nem entre estas e as fibras musculares longitudinais. Abaixo da camada de fibras
longitudinais, estd localizado o parénquima composto por células somaticas e germinativas
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(Figura 17f). A camada sincicial apresenta uma regido que se projeta para dentro do corpo da
larva, se conectando a camada interna através de pontes citoplasmaticas que cruzam as
camadas musculares formando os citons onde observa-se o nucleo da célula.

De acordo com Tang (1950), e também observado no presente estudo, os esporocistos
de primeira geracdo sao envolvidos pelos tecidos do molusco hospedeiro. Contudo, as
observagdes por MET revelaram um espaco bem definido entre a larva e os tecidos, o qual
nao ¢ facilmente visto em ML ou observagdes histologicas.

Segundo Jang (1969) a superficie externa parece ser lisa sob ML. Porém no presente
estudo, por ML e MEV esta apresenta algumas dobras confirmadas pela MET, como
altamente dobrada formando uma intrincada malha sobre a superficie externa da larva. A
presenca de numerosas dobras aumenta a superficie de absor¢ao, permitindo a aquisi¢ao dos
nutrientes para o desenvolvimento larval. Além disto, o acesso dos nutrientes ¢ facilitado
pelas profundas invaginagdes, as quais alcangam as camadas musculares.
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Figura 16:

Esporocisto de primeira geracdo de Eurytrema coelomaticum. a. ML de
um esporocisto de primeira geragdo (mos) aderido a face celomatica da
parede do intestino (i). b e c. Corte histolégico de Bradybaena similaris
experimentalmente infectada com E. coelomaticum mostrando diferentes
posigdes do esporocisto de primeira geracao (mos) em desenvolvimento
na parede do intestino (i). Destaque para o tegumento (t) e as bolas
germinativas (gb). d. MET de um espécime fraturado de esporocisto de
primeira gera¢ao de E. coelomaticum mostrando o tegumento (t), bolas
germinativas (gb) e fibras musculares (mf).
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Figura 17:

Esporocisto de primeira geragao de Eurytrema coelomaticum. a. ML de um
corte semifino de um esporocisto de primeira geracdo aderido a parede
intestinal do molusco hospedeiro intermediario Bradybaena similaris.
Tegumento e bolas germinativas sdo observados. Barra de escala =40pm.
b. Camada externa do tegumento com muitas dobras, camada sincicial,
camadas musculares circular e longitudinal. Barra de escala = 2um. ec.
Detalhe do tegumento e seus componentes. Barra de escala = lum. d.
Interface entre o esporocisto de primeira geracdo em desenvolvimento e os
tecidos do molusco hospedeiro. Barra de escala = 2um. e. Detalhe do
tegumento. Uma lamina basal bem definida, perfis mitocondriais e muitos
granulos eletrondensos podem ser vistos. Barra de escala = lum. f.
Interface do esporocisto de primeira geracdo e o molusco mostrando a
ponte citoplasmatica ligando a camada sincicial a regido do citon com o
nicleo evidente. Barra de escala = Sum. (int=parede do intestino;
t=tegumento; f=dobras tegumentares; gb=bolas germinativas; sl=camada
sincicial; cm=camada de musculos circulares; Im=camadas de musculos
longitudinais;  p=parénquima; m=perfis mitocondriais; n=nucleo;
g=granulos; bl=lamina basal; if=interface; cb=ponte citoplasmatica;
c=citon).
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4.1.3.2 Esporocistos de segunda geraciao ou esporocistos-filho

Esporocistos de segunda geracao provenientes de dissecagdes

As larvas obtidas de dissecagdes efetuadas mais cedo (Figura 18a) foram menores do
que aquelas das dissecagdes posteriores, as quais foram também mais alongadas (Figura 18b).
Elas apresentavam, ao menos, uma extremidade do corpo com o seu didmetro reduzido, mas
também foi possivel observar constrigdes na regiao mediana do corpo (Figura 18c, d). Tang e
Tang (1977) registraram que cada larva desenvolve uma estrutura semelhante a uma
proboscide na extremidade posterior do corpo. A mesma estrutura foi observada no presente
estudo (Figura 18a, b, f). Este estdgio larval ndo apresenta abertura oral. Assim, a regido
conica e oca terminal ¢ chamada de regido anterior, ¢ a extremidade alongada denominada
regido posterior, segundo Tang 1950. Na por¢do dilatada central do corpo da larva estdo
concentradas as cercarias em desenvolvimento firmemente envolvidas por um tegumento
interno altamente enovelado, chamado endocisto, que se apresenta separado do saco
membranoso externo quando os esporocistos dissecados sao observados (Figura 18e, 19a). O
endocisto encontra-se dobrado dentro do esporocisto, ndo dando uma impressao precisa sobre
o seu tamanho real.

A superficie externa do tegumento ¢ dobrada, apresentando estriagdes transversais e
concéntricas bem definidas na extremidade anterior do corpo da larva (Figura 19b, c e d).
Essas estrias terminam em uma cavidade de fundo cego na regido conica e oca localizada
anteriormente no corpo da larva (Figura 18e, f). Quando observado ao MEV, o tegumento
mostra que as estriagdes transversais sdo interrompidas por estriagdes longitudinais, que sdo
mais conspicuas na extremidade anterior do corpo (Figura 19¢, d, e).

As larvas estdo ligadas aos tecidos da glandula digestiva do caramujo pela
extremidade anterior, onde a cavidade em fundo cego estd localizada, essa regido apresenta
um aspecto oco granular e denso nas observagdes ao ML (Figura 19a). A extremidade
posterior encontra-se direcionada para fora do tecido, sendo banhada pela hemolinfa do
hospedeiro.

Através da analise por MET, constatou-se que o tegumento dos esporocistos de
segunda geragdo era mais espesso do que nos esporocistos de primeira geracao, apresentando
regioes altamente dobradas e os nucleos localizados abaixo desta regido, indicando o corpo
celular ou citon (Figura 20a). Em uma visdo geral, dos cortes ultrafinos transversais e
longitudinais, o corpo da larva pode ser dividido em cinco diferentes regides. O tegumento €
composto por: camada sincicial externa (camada 1); camada amorfa (camada 2); camadas
musculares (camada 3), formada por musculos circulares seguidos de musculos longitudinais.
Abaixo do tegumento, os citons estdo localizados (camada 4) seguido pela regido central do
corpo onde bolas germinativas foram encontradas (camada 5) (Figura 20b).

A superficie da camada interna estava altamente dobrada (Figura 20c, d) apresentando
invaginagdes que atravessam as camadas amorfa e de musculos circulares (Figura 20d). A
camada externa do tegumento estava conectada a camada interna através de pontes
citoplasmaticas que cruzam as camadas musculares (Figura 20c). Na regido do citon, foram
observados os nucleos e muitos perfis mitocondriais (Figura 20b, c¢). De acordo com o grau de
contragdo dos musculos, a organiza¢ao destas camadas foi perdida e ndao foi possivel
diferencia-las (Figura 20e). A camada externa do tegumento estava apoiada em uma
membrana com aspecto trilaminar ¢ mais espessa na face interna. Uma camada amorfa foi
observada logo abaixo desta membrana com um aspecto fibroso (Figura 20d). A regido do
tegumento exibia um aspecto que sugere uma intensa atividade secretora, apresentando muitas
vesiculas e granulos, principalmente na camada externa (Figura 20f).
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Figura 18:

Esporocisto de segunda geracdo de Eurytrema coelomaticum obtido de
dissecacdes de Bradybaena similaris, experimentalmente infectada, em
diferentes periodos. a ¢ b. ML de larva inteira, mostrando variagdo na forma.
¢. MEV de larva mostrando constricoes (ct) no meio do corpo, o
alongamento na extremidade posterior (pe) do corpo e a extremidade anterior
oca ¢ alongada. d. MEV de uma outra larva mostrando o alongamento
posterior (pe) e a regido anterior (ae) oca e alongada (ht). e. ML de
esporocisto de dissecagdo mostrando a extremidade anterior com a regidao
oca ¢ alongada (ht), semelhante a probdscide, com a cavidade em fundo
cego, como um ventosa, localizada anteriormente. f. MEV da extremidade
anterior de esporocisto de segunda geragdo com a cavidade em fundo cego
(bc) de esporocisto de segunda geracao e estriacdes (s).
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Figura 19:

Esporocisto de segunda geragcdo de Eurytrema coelomaticum. a. ML de
esporocisto filho obtido de dissecagdo de Bradybaena similaris
experimentalmente infectada mostrando a extremidade anterior oca e
conica com a cavidade em fundo cego (bc) e aspecto granular (g). As
cercarias (ce) estdo completamente formadas e o endocisto (en) ¢ visivel.
b. ML da extremidade anterior de um esporocisto filho obtido de
dissecacdes do hospedeiro molusco, com estriagdes transversais e
concéntricas (s). ¢. MEV das estriagdes transversais e concéntricas
transversal (s) por todo o corpo da larva. d. MEV de detalhe das
estriagdes transversais mostrando as estriagdes longitudinais na
superficie do tegumento. e. MEV de extremidade anterior do corpo do
esporocisto com aspecto oco e conico e muitas estriagdes concéntricas
(s). f. ML de esporocisto filho expelido por Bradybaena similaris
experimentalmente infectada mostrando a regido central oval,
semelhante a uma saco, e transparente (cr) do corpo e ambos
prolongamentos, o menor na extremidade anterior (ae) € o maior na
extremidade posterior (pe). g. MEV de esporocisto filho inteiro expelido
por B. similaris experimentalmente infectada mostrando a extremidade
anterior (ae), o meio do corpo (cr) e a extremidade posterior (pe). h e i.
MEV da regido de formacdo dos filamentos anterior e posterior,
respectivamente. j. MEV de esporocisto filho expelido mostrando um
detalhe da superficie externa do tegumento.






Figura 20:

Sec¢do transversal de esporocistos de segunda geracdo de Eurytrema
coelomaticum  obtidos de dissecacdes de Bradybaena similaris
experimentalmente infectada. a. ML de corte semifino mostrando o
tegumento com nucleos e a cavidade do corpo com as bolas germinativas. b.
MET da vista geral das diferentes camadas na parede do corpo do
esporocisto: 1: camada externa sincicial; 2: camada amorfa; 3: camadas
musculares (circular e longitudinal); 4: camada interna do corpo celular ou
citon; 5: regido interna central do corpo com bolas germinativas. Barra de
escala = 2um. ¢. MET do detalhe da parede do corpo com a superficie
externa com dobramentos seguida por uma camada amorfa, camadas de
musculos circulares e longitudinais. A ponte citoplasmatica e o citon sdo
evidentes. Barra de escala = 1um. d. MET da larva contraida mostrando
desorganizacdo das camadas musculares. Barra de escala = 2um. e. MET do
detalhe da camada sincicial com dobras, granulos, lamina basal evidente e
camada amorfa. Barra de escala = 500nm. f. MET da atividade secretora na
camada externa do tegumento. Barra de escala = 2pm. g. MET da sec¢do na
base da célula-flama com as proje¢des citoplasmadticas internas e externas,
leptotriquios e o nucleo. Barra de escala = 2um. h. MET da parte superior da
célula flama na regido do barril co o tufo de cilios dentro do cilindro. Barra
de escala = Ium. (t=tegumento; gb=bolas germinativas; cb=pontes
citoplasmaticas; m=perfis mitocondriais; c=citon; n=nucleo; al=camada
amorfa; cm=camada de musculos circular, Im=camada de musculos
longitudinal; g=granulos; f=dobramentos; mf=fibras musculares; bl= lamina
basal, ol=camada externa; sv=vesicula secretora; er=proje¢oes
citoplasmaticas  externas;  ir=projecdes  citoplasmaticas  internas;
|=leptotriquios; fc=célula-flama; ed=duto excretor).
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Estruturas excretoras foram observadas na regido do citon, que se localizava a 8,72 +
0,79um da superficie do corpo da larva. O sistema excretor protonefridial, composto por
células-flama (Figura 20g, h) direciona os produtos de excrecdo através de canais. A base das
células-flama ¢ vista na Figura 20g, a membrana celular da regido basal apresenta projecdes
citoplasmaticas internas e externas e leptotriquios. Sendo, o nucleo da célula-flama localizado
nesta regido. A regido do barril com os cilios foi observada na porcao apical da célula-flama
(Figura 20h).

Pontes citoplasmaticas foram observadas nitidamente nos cortes longitudinais (Figura
21a). Também, foi possivel identificar a presenca de hemidesmossomos ligando a camada
externa e a camada de musculos circulares e a camada de musculos circulares a camada de
musculos longitudinais (Figura 21a). Esta camada exibe muitos granulos e perfis
mitocondriais (Figura 21b, c). Nesta sec¢do, a lamina basal era evidente, assim como a
camada amorfa abaixo dela (Figura 21c¢). Diferente do que foi visto nos cortes transversais,
longitudinalmente na larva contraida a organizacdo das camadas musculares foi mantida
(Figura 21d). Muitos granulos, vesiculas secretoras e estruturas semelhantes a canais onde as
vesiculas secretoras emergem foram vistos (Figura 2le, f) indicando intensa atividade
secretora. Estas vesiculas se abrem na superficie externa do corpo da larva através da camada
externa (Figura 21f).

Os esporocistos obtidos por dissecacdo foram observados em cortes longitudinais e
transversais, apresentando um tegumento espesso e bem definido, com nucleo evidente.
Quando observados por MET, foi possivel definir as diferentes camadas da parede do corpo.
A organizagdo da parede do corpo dos estagios larvais dos trematdodeos digenéticos pode
apresentar variagoes de acordo com a espécie. Pinheiro et al. (1994; 1995) ndo observaram
pontes citoplasmaticas conectando as camadas externa e interna do tegumento em miracidios
e rédias de E. paraensei. No presente estudo, estas pontes foram claramente mostradas em
ambos planos de corte. Como observado nos esporocistos de primeira geracdo, o0s
esporocistos de segunda geragdo dissecados apresentaram a superficie do tegumento
altamente dobrada para aumentar a superficie de absorc¢ao, assim como melhorar a adesao da
larva aos tecidos do hospedeiro.

A camada de musculos circulares ¢ responsavel pelo movimento de contracdo que
levam a varia¢des no didmetro da larva, e a camada longitudinal de musculos permite que a
larva se contraia, esticando ou encolhendo. As observacdes destas camadas quando a larva
estd contraida mostraram a desorganizacdo das mesmas, mas quando cortes longitudinais
foram examinados, a organizacdo e separacao das camadas musculares permaneceram
distintas. Estas observacdes mostraram que os movimentos de contracdo da musculatura
transversal sdo menos intensos do que os movimentos da musculatura longitudinal que
determinam variagdo do diametro da larva.

Em ambos, esporocistos de primeira e de segunda geragdo, a presenga de muitos
granulos eletrondensos na camada externa do tegumento indica uma intensa atividade
secretora. Portanto, a presenca de muitos perfis mitocondriais nesta regido indica uma intensa
atividade metabolica, corroborando os processos de secre¢do que consomem grandes
quantidades de energia. Nos esporocistos de segunda geragdo, além destes granulos, também
foram observadas vesiculas secretoras sendo formadas no topo desta regido. Estas vesiculas
podem carregar produtos de excrec¢ao/secrecao para o exterior, como produtos nitrogenados
de degradagao e substancias que modulam o sistema neuroenddcrino do hospedeiro, causando
as mudancas exaustivamente registradas nos moluscos hospedeiros (PINHEIRO & AMATO,
1994, 1995; LIRA et al., 2000, SOUZA et al., 2000; BRANDOLINI & AMATO, 2001;
PINHEIRO et al., 2001).
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Figura 21:

MET da seccdo longitudinal de esporocisto de segunda geragdo de
Eurytrema coelomaticum obtido de dissecagdes de Bradybaena similaris
experimentalmente infectada. a. Vista geral do tegumento com a camada
externa com muitas dobras, granulos e vesiculas secretoras, seguida pela
camada amorfa, as camadas de musculos circulares e longitudinais, o
corpo celular (citon) e o ntcleo. Barra de escala = 2um. b. Camada
externa do tegumento, com muitos granulos e perfis mitocondriais,
ligada as camadas musculares por hemidesmossomos. Barra de escala =
2um. e¢. Detalhe das camadas externa, amorfa e musculares do
tegumento. Barra de escala = 500nm. d. Observagdo do corpo de uma
larva contraida. Barra de escala = 2um. e. Liberacdo de vesicula
secretora e uma invaginagao cruzando a camada de musculos circulares.
Barra de escala = 1um. f. Formagao e liberag@o de vesiculas secretoras e
granulos. Barra de escala = 2um. (t=tegumento; cb=ponte
citoplasmatica; m=perfis mitocondriais; c=citon; n=nucleo; al=camada
amorfa; cm=camada de musculos circulares, Im= camada de musculos
longitudinais; g=granulos; f=dobramentos; mf=fibras musculares;
bl=lamina Dbasal; ol=camada externa; sv=vesicula secretora;
hd=hemidesmossomo; ch=canal; in=invaginagao).
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A atividade secretora mais intensa nos esporocistos de segunda geracdo, quando
comparados aos esporocistos de primeira geracdo, pode estar relacionada com a afirmacdo de
Tang (1950) de que neste estagio, o desenvolvimento ¢ muito lento. Isto ¢ depois corroborado
pelo fato de que os esporocistos analisados, no presente estudo, ainda estavam no inicio do
seu desenvolvimento (30 dias). Os esporocistos de segunda geragao mostram uma atividade
metabodlica mais intensa, a qual ¢ evidenciada pela presenca de vesiculas secretoras e grande
numero de perfis mitocondriais, tal atividade aumentada pode estar relacionada com a alta
taxa de divisdo assexuada, mas também com a diferenciacdo para formar as cercarias nos
esporocistos de segunda geracao.

Tang (1950) descreveu o sistema excretor de E. pancreaticum sendo composto por
uma abertura excretora em cada lado do corpo, conectadas a um tubo excretor que se divide
em trés tubulos terminados por uma célula-flama. No presente estudo, as células-flama foram
observadas na camada interna, no citon, proximas a superficie corporal e uma parte do tibulo
excretor. Aberturas excretoras ndo foram observadas.

Esporocistos de segunda geracao expelidos

Os esporocistos de segunda geracdo expelidos apresentavam uma coloragao
esbranquigada no centro do corpo e transparente nas extremidades (Figura 19f).

Como descrito para E. pancreaticum (Tang, 1950), esporocistos de E. coelomaticum
também apresentam uma regido transparente oval em forma de saco. A regido média do corpo
apresentava uma por¢ao dilatada, com um formato arredondado ou oval e também dois
filamentos, um anterior de tamanho reduzido e outro posterior mais alongado (Figura 19f). A
regido sacular apresentava em média 5,28 + 0,52mm (4,45 - 5,95mm) de comprimento e 0,91
+ 25mm (0,70 - 1,40mm) de largura. O comprimento médio do filamento anterior foi de
0,0664mm de comprimento (0,0425 - 0,0950) e o filamento posterior muito maior do que o
anterior, apresentando, em média, 0,3342mm de comprimento (0,2125 - 0,4125), como pode
ser observado na Tabela 5. Os pontos de origem dos filamentos anterior e posterior sdo vistos
na Figura 19h, i, respectivamente. O tegumento das larvas apresenta muitos dobramentos com
diferentes orientagdes (Figura 19j).

Tabela 5: Medidas dos esporocistos de segunda geragdo de Eurytrema coelomaticum
expelidos por Bradybaena similaris experimentalmente infectada. Média +
desvio padrao (amplitude de variagdo).

Medidas dos esporocistos (mm)

Extremidade anterior 0.712 (0.475 - 0.925)
Comprimento Extremidade posterior 3.250 (2.450 — 3.775)
Regido mediana (sacular)  1.287 (1.000 — 1.500)
Comprimento Total 5.280 (4.450 — 5.950)
Largura da regido mediana (sacular) 0.095 (0.700 — 1.400)
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Em sua redescricdo de Dicrocoelium coelomaticum, com a proposta do novo género
Eurytrema, Looss (1907) se baseou apenas em caracteres observados nos vermes adultos.
Somente em 1977, Tang & Tang realizaram um estudo das caracteristicas observadas em
estagios larvais de E. coelomaticum, com uma breve descricdo morfométrica do
desenvolvimento larval intramolusco. Desde entdo, a morfologia das larvas intramolusco de
E. coelomaticum foi esquecida. Dessa forma, a falta de informacdes determinou a comparacao
dos dados do presente estudo com aqueles obtidos por Tang (1950) para E. pancreaticum,
uma vez que o autor da informacdes detalhadas sobre a morfologia dos estagios larvais
intramolusco dessa espécie de trematddeo. Em 1977, Tang & Tang relataram alguns aspectos
bioldgicos e epidemioldgicos das espécies pertencentes ao género Eurytrema, apresentando
algumas caracteristicas de E. coelomaticum. Porém, esses autores apresentaram apenas
caracteres morfométricos e as imagens foram apresentadas em forma de desenhos ou
esquemas.

Ao considerar a morfologia da E. coelomaticum, apresentada neste estudo, com
observagdes de histologia, ML ¢ MEV, os esporocistos de primeira geracao sao estruturas
amorfas aderidos a parede celomatica do intestino do primeiro hospedeiro intermediario, o
caramujo. Quando estas larvas sao medidas na sua posi¢ao arredondada, apresentam 0,096mm
de didmetro, sendo maior do que o tamanho apontado por Tang (1950) para E. pancreaticum
(0,092mm de diametro), e, também, em relagdo as medidas apresentadas por Tang & Tang
(1977). Os desenhos apresentados por estes autores mostram esporocistos de primeira geracao
de E. coelomaticum em diferentes estagios de desenvolvimento, com diametro variando entre
0,040 e 0,050mm. Um fator que influencia o tamanho da larva é a temperatura durante o
desenvolvimento; larvas se desenvolvem mais rapidamente em altas temperaturas e,
consequentemente, sdo menores. A diferenga nas dimensdes das larvas do presente estudo e as
do trabalho de Tang & Tang (1977) pode estar relacionada as espécies de caramujo que atuam
como primeiro hospedeiro intermediario do parasito, B. similaris e Cathaica ravida
sieboldtiana Pfeiffer, respectivamente. Porém, quando apresentaram os resultados
morfométricos das larvas, os autores ndo fizeram referéncia a espécie de molusco da qual
procediam.

Tang (1950) mostrou que os esporocistos de primeira geragao de E. pancreaticum
completamente desenvolvidos apresentam lobos e podiam atingir 4mm de didmetro. No
presente estudo, ndo foi possivel observar lobos nos esporocistos de primeira geragao de E.
coelomaticum. Possivelmente, os lobos observados pelo autor, representassem diferentes
esporocistos que se localizavam muito proximos, dando a impressdo de serem uma Unica
larva.

Os esporocistos de segunda geragdo de E. coelomatium expelidos pelos moluscos
infectados experimentalmente, apresentaram morfologia variada. Porém, as medidas
realizadas eram menores que as de E. pancreaticum observadas por Tang (1950), que tinham
6,9 - 7,9mm de comprimento total e 0,7 - 1,0mm de largura. Posteriormente, em 1977, Tang e
Tang apresentaram medidas semelhantes as observadas por Tang (1950), porém para E.
coelomaticum (Tabela 6).
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Tabela 6: Morfometria comparativa dos esporocistos de primeira e segunda geracdo de
Eurytrema. Medidas em mm.

Esporocisto de Esporocisto de
primeira geracio segunda geracio
(comprimento x largura)
Presente Estudo - E. coelomaticum 0,096 5,280x0,095
Looss (1907) - Eurytrema - -
Tang (1950) - E. pancreaticum 0,092 6,9-7,9x0,7-1,0
Jang (1969) - E. pancreaticum - Grupos de larvas
Tang & Tang (1977) - E. coelomaticum 0,040-0,050 Semelhantes a Tang (1950)

Jang (1969) mostrou esporocistos de E. pancreaticum, mas os esporocistos de segunda
geracdo sao mostrados de uma maneira geral, em grupos de larvas, quando foram expelidos
pelo seu primeiro hospedeiro intermediario, B. similaris.

Pela primeira vez, no presente estudo, a morfometria dos esporocistos de F.
coelomaticum e seus aspectos morfoldgicos foram estudados através de ML e MEV, incluindo
esporocistos de primeira geracdo, de segunda geragdo em desenvolvimento e apds serem
expelidos pelo molusco hospedeiro. A topografia do tegumento dos esporocistos de E.
coelomaticum tem, neste estudo, seu primeiro registro, apresentando vdarias dobras e
estriagdes que aumentam a superficie de absor¢do. Uma caracteristica importante, uma vez
que os esporocistos ndo tem abertura oral e todos os nutrientes necessarios sdo absorvidos
através do tegumento, assim como os produtos de excrecdo e secre¢do que precisam ser
eliminados do corpo da larva. A presenca de uma cavidade de fundo cego, formando uma
estrutura semelhante a uma ventosa, localizada anteriormente, também nao havia sido descrita
antes. Esta pode representar uma estrutura importante para a fixacdo da larva aos tecidos do
hospedeiro durante seu desenvolvimento.

A presenca de dois envelopes que compdem a parede dos esporocistos de segunda
geragao constitui um recurso importante para a protecdo fisica das cercarias contidas em seu
interior, evitando a dessecagdo excessiva da larva, quando esta deixa o hospedeiro molusco e
fica exposta as condi¢des ambientais externas.

O estagio de esporocisto de segunda geracdo representa uma etapa muito importante
do desenvolvimento larval intramolusco. Visto que, nesta fase, ocorre multiplicagdao
assexuada, determinando um aumento significativo da carga parasitdria, permitindo a
formacdo de centenas de cercarias a partir de um unico miracidio. Dessa forma, o
desenvolvimento intramolusco de E. coleomaticum, apresenta-se como uma etapa para o
controle da euritrematose no gado bovino.

Os cortes semifinos, da regido anterior dos esporocistos de segunda geragao expelidos,
mostraram um tegumento espesso € nenhuma larva em desenvolvimento (Figura 22a).
Observados ao MET, os cortes ultrafinos mostraram o tegumento desta regido com, uma
superficie externa com dobras maiores do que aquelas observadas nos esporocistos obtidos
por dissecagdo; as camadas musculares, circular e longitudinal, ndo foram distinguiveis
(Figura 22b). A organizagao observada antes nos esporocistos dissecados foi perdida (Figura
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22c¢); nao foi observada diferenciacao entre a camada externa, lamina basal e camada amorfa e
em alguns cortes as camadas musculares ndo foram observadas, o que indica que as mesmas
ndo sejam continuas nesta regido (Figura 22c). Contudo, a atividade secretora foi mantida,
como indicado pela formagao de vesiculas secretoras na regido externa do tegumento (Figura
224d).

Os cortes semifinos da regido média mostraram um tegumento muito fino e um grande
espaco abaixo deste, onde estruturas celulares ndo foram identificadas. Nesta regido, o
endocisto foi observado com uma parede bem definida e com a presenga de cercarias em seu
interior (Figura 23a).

Quando secc¢des ultrafinas foram observadas, a regido do saco membranoso nao
apresentou estruturas celulares, € sua regido interna apresentava muitas estruturas semelhantes
a restos de membranas formando lamelas; figuras de mielina também foram observadas
(Figura 23b). Estruturas vacuolares foram localizadas proximas ao endocisto (Figura 23¢). Em
algumas seccdes, as camadas musculares estavam localizadas adjacentes a superficie externa
do tegumento (Figura 23d, e), mas em outros cortes estas camadas estavam localizadas
muito distantes da superficie do tegumento (Figura 23b).

Apesar da perda da organizacdo e mudancgas estruturais no tegumento e na regiao do
saco membranoso, a atividade secretora ndo foi perdida, com formacdo e liberacdo de
vesiculas secretoras em sua superficie externa (Figura 23d, e). Na regido do saco membranoso
foi observado o sistema excretor da larva, onde foi possivel visualizar uma célula-flama
(Figura 23f), mostrando que estas estruturas estao localizadas perifericamente no esporocisto.

Internamente, protegido pelo saco membranoso, estava o endocisto, no qual as
cercarias se desenvolvem (Figura 23c, g). Quando observado em maiores aumentos, foi
possivel constatar que a parede externa do endocisto era composta por uma estrutura fibrilar,
suportada por uma lamina basal (Figura 23c, g). No endocisto, estruturas lamelares, material
amorfo e figuras de mielina também foram observados (Figura 23c) e as cercérias parecem
estar parcialmente envolvidas por este material amorfo.

As seccOes semifinas da regido posterior mostraram uma regido externa com algumas
projecdes. Abaixo desta regido, uma camada continua e menos eletrondensa foi observada e
na cavidade do corpo ndo havia cercarias (Figura 24a). Quando observado por MET, o
tegumento era altamente ramificado, com muitas figuras de mielina (Figura 24b-e). Um
espaco entre esta camada externa e uma membrana altamente eletrondensa foi visto,
sugerindo que esta se destaca do corpo da larva (Figura 24e). Esta membrana apresenta
invaginagodes para as quais a camada externa se projeta (Figura 24b, ¢). Abaixo da membrana,
ha uma camada amorfa continua, somente interrompida pelas invaginagdes, as quais cruzam
as camadas de musculos, circular e longitudinal. As camadas de musculos foram observadas,
mas sua integridade parece ter sido perdida (Figura 24b). Abaixo da camada muscular, as
pontes citoplasmaticas e o citon, com nucleo, estavam preservados (Figura 24b, d).
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Figura 22:

Secgdo transversal da regido anterior do corpo de um esporocisto de segunda
geragao Eurytrema coelomaticum expelido. a. ML de corte semifino
mostrando o tegumento e a cavidade corporal sem larvas em
desenvolvimento. Barra de escala =7um. b. MET do tegumento com
dobramentos que sdo maiores em tamanho e preenchidos pela camada
amorfa. Destaque para a desorganizacdo das camadas musculares unidas ao
corpo celular (citon) pela ponte citoplasmatica. Barra de escala = 2um. c.
MET da regidao dobrada do tegumetno e atividade secretora. Barra de escala
= 2um. d. MET do detalhe da formagao e liberagdo das vesiculas secretoras
no topo das dobras tegumentares. Barra de escala = 500nm. (t=tegumento;
cb=ponte citoplasmatica; c=citon; n=nucleo; al=camada amorfa; mf=fibras
musculares; vs=vesicula secretora; in=invagina¢ao).
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Figura 23:

Regido inchada no meio do corpo de esporocisto de Eurytrema
coelomaticum expelido. a. ML da sec¢do semifina transversal mostrando
a superficie do tegumento do saco membranoso preenchido por material
amorfo e o endocisto com cercarias dentro. Barra de escala =7um. b.
MET da regido do saco membranoso com estruturas membranosas
dentro formando lamelas e figuras de mielina, e camadas musculares
degeneradas localizadas distantes da superficie do corpo. Barra de escala
= lum. ¢. MET do detalhe das camadas musculares degeneradas
localizadas proximas a superficie externa do corpo e vesiculas secretoras
na superficie. Barra de escala = lum. d. MET do detalhe de uma
projecao na superficie externa do corpo e muitos granulos. Barra de
escala= 2um. e. MET da célula-flama localizada na regido do saco
membranoso. Barra de escala= 2um. f. MET da vista geral do corpo
mostrando o endocisto, com uma cercaria, preenchido por residuos de
membranas, material amorfo e granulos. Barra de escala bar= 2um. g.
MET do detalhe mostrando a natureza fibrilar da parede do endocisto.
Barra de escala = 500nm. (t=tegumento; ms=saco membranoso;
en=endocisto; ce=cercaria; Ims=lamelas membranosas; mif=figura de
mielina; mf=fibras musculares; ol=camada externa; n=nucleo;
v=vesicula; g=granulo; fc=célula-flama; ci=cilios; vc=vactolos;
vs=vesicula secretora; fr=regido fibrilar; bm=lamina basal).
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Figura 24:

Regido posterior do esporocisto de segunda geracdo de FEurytrema
coleomaticum. a. ML de corte semifino com um tegumento espesso € a
cavidade do corpo sem larvas em desenvolvimento. Barra de escala
=7um. b. MET da vista geral do corpo da larva mostrando a superficie
externa com muitas dobras e figuras de mielina suportadas por uma
nitida membrana trilaminar com invagina¢des cruzando as camadas
amorfa e musculares e a presenca de pontes citoplasmaticas e o corpo
celular (citon) com nucleo. Barra de escala = 2um. ¢ e d. MET do
detalhe da camada externa com figuras de mielina, membrana, camadas
amorfa, de musculos circulares e longitudinais e ponte citoplasmatica
conectando a camada externa com o corpo celular contendo um ntcleo.
Barra de escala = 1lum. e. MET do detalhe das figuras de mielina na
superficie externa do tegumento. Barra de escala = 500nm.
(t=tegumento; bcv=cavidade do corpo; al=camada amorfa; cm=camada
de musculos circulares; Im= camada de musculos longitudinais;
cb=ponte citoplasmatica, mif=figura de mielina; in=invaginagao;
n=nucleo).
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Os esporocistos expelidos foram todos observados em cortes transversais. A regiao
anterior dos esporocistos de segunda geracdo mostrava caracteristicas de degeneragdo de sua
estrutura. As dobras na superficie externa do tegumento aumentaram em tamanho e as
camadas musculares foram desorganizadas, sendo possivel observar apenas as fibras
musculares, mas sem diferencia-las em circulares e longitudinais e organelas raramente foram
vistas. As pontes citoplasmaticas e citon, com nucleo, ainda estdo presentes na camada interna
do tegumento. Estas mudancas estruturais indicam uma redugdo, ou perda, da capacidade
absortiva nesta regido do corpo da larva. Apesar disto, a atividade secretora foi mantida, a
qual pode ser constatada pela presenca de granulos eletrondensos e formagdo de vesiculas.

A regido média do corpo do esporocisto estava dilatada e adquiriu uma coloragdo
esbranquicada quando os esporocistos expelidos eram expostos as condigdes atmosféricas.
Esta regido, denominada saco membranoso, ¢ onde as cercarias estdo concentradas. Jang
(1969) atestou que quando os esporocistos sdo expelidos, a parede externa se destaca da
parede interna e o endocisto se enovela e ocupa a regido média, a qual fica com o seu
diametro aumentado. Tang (1950) afirmou que quando o endocisto ¢ formado, a parede
externa do esporocisto morre, uma vez que nenhum movimento posterior foi observado. A
regido do saco membranoso observada no presente estudo mostrou um aspecto degenerado,
com muitas estruturas membranosas sobrepostas formando lamelas e degenera¢do de
membranas formando figuras de mielina. A estrutura lamelar do saco membranoso ¢é,
provavelmente, importante para reduzir a perda de dgua e desidratagdo da larva exposta as
condigdes ambientais apds sua emergéncia. A camada muscular estava degenerada e pode
estar localizada proximo ou bem distante da superficie externa do saco membranoso.
Atividades secretora e excretora parecem ainda ocorrer, uma vez que vesiculas foram
formadas na superficie do tegumento e a estrutura das células-flama estava mantida. A
presenca de organelas era rara e alguns vacuolos foram vistos proximos a regido do endocisto,
provavelmente originados do reticulo endoplasmatico.

O endocisto foi citado por Tang (1950) como uma parede interna do cisto. Pela
primeira vez, foi possivel observar que o endocisto nao tem uma estrutura membranosa, mas ¢
composta por um material fibrilar apoiado sobre uma espessa lamina basal. Dentro do
endocisto, estruturas membranosas ¢ material amorfo foram observados. Estes componentes
sdo provavelmente essenciais para prevenir danos mecanicos as cercarias empacotadas no
endocisto quando expostas as condicdes externas e ingeridas pelo segundo hospedeiro
intermediario.

A regido posterior apresenta muitas figuras de mielina sobre a superficie externa do
corpo da larva. De acordo com Tang (1950) a regido posterior dos esporocistos expelidos se
contrai empurrando as cercarias para o meio do corpo da larva. Provavelmente, quando esta
regido se contrai, a membrana se enovela, levando a formagdo das figuras de mielina. A
observagao de uma estrutura muscular bem preservada nesta regido aponta para a manutengao
da capacidade contratil da regido posterior do corpo do esporocisto. A atividade secretora ndo
parece acontecer, mas a presen¢a de invaginagdes indica a necessidade de processos
absortivos. Estas observagdes indicam que as regides anterior e posterior dos esporocistos de
segunda geracao expelidos ndo morrem quando expostas ao ambiente externo diferentemente
do que foi afirmado para E. pancreaticum por Tang (1950).

Pela primeira vez uma detalhada descricido da organizagdo ultraestrutural dos
esporocistos de primeira e de segunda geracdo de E. coelomaticum e as alteragdes que
ocorreram ao longo de seu desenvolvimento larval foi feita. Segundo Ehlers (1985), novas
informagdes sobre morfologia comparada baseada em microscopia de luz e eletronica
fornecem valiosas informacdes para a elucidacdo de relacionamentos filogenéticos. A
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caracterizacdo dos componentes do tegumento ¢ uma ferramenta muito importante para
estudos taxondmicos, uma vez que com a penetracdo no molusco hospedeiro, o miracidio
elimina as placas epidérmicas ciliadas ¢ um novo tegumento ¢ formado, denominado
neoderme. A presenga de uma neoderme define o Grupo Neodermata, sendo uma auto-
apomorfia do taxon que ¢ passada aos seus descendentes para formar uma sinapomorfia dos
Trematoda e Cercomeromorpha.

As caracteristicas ultraestruturais da neoderme sao uma ferramenta para o estudo dos
Trematoda, sendo conservada nos estagios larvais intra-molusco. Além disto, a elucidagao
destes pontos da morfologia e ultraestrutura podem elucidar detalhes da interface larva de
trematddeo/molusco hospedeiro e estar relacionados as mudangas fisioldgicas que surgem no
molusco parasitado. Dessa forma, o presente estudo abre novas perspectivas para o estudo de
E. coelomaticum e outros Dicrocoeliidae amplamente distribuidos no mundo e com grande
importancia econdmica e ecologica.

4.1.4 Cercarias

As cercarias foram divididas em dois grupos compostos por: (I) cercarias obtidas de
esporocistos de segunda geragdo retirados de moluscos dissecados aos 82 aos 100 dias de
infeccdo e (II) cercarias obtidas de esporocistos expelidos dos 79 aos 120 dias pos-exposi¢ao
aos ovos de E. coelomaticum pelos moluscos B. similaris infectados.

As cercarias medidas foram obtidas de esporocistos de segunda geracao obtidos de
dissecacdes de moluscos aos 82 dias de infeccdo e cercarias obtidas de esporocistos expelidos
pelos hospedeiros infectados. As medidas de dois grupos de cercarias foram apresentadas na
Tabela 7. As medidas das cercarias obtidas de esporocistos oriundos de dissecagdes foram
significativamente diferentes das medidas das cercarias obtidas de esporocistos expelidos. Os
valores obtidos no segundo grupo de cercarias foram maiores do que os observados para o
primeiro, mostrando que as cercarias crescem apoOs sua expulsdo pelo molusco hospedeiro.
Somente a distancia entre as ventosas, oral e ventral, foi reduzida nas cercarias dos
esporocistos expelidos. No primeiro grupo a maior varia¢ao foi observada no comprimento da
cauda (134,62%) e no segundo grupo a variacdo na distancia entre as ventosas oral e ventral
(153,91%) foi maior do que nos outros parametros.

Sob ML, as cercarias apresentaram forma folidcea, dorsoventralmente achatada
(Figura 25a) e uma pequena cauda ndo bifurcada, a qual representava a décima quinta parte
do comprimento do corpo nas cercarias de esporocistos dissecados € a nona parte do
comprimento do corpo nas cercarias de esporocistos expelidos, sendo mais larga do que longa
e ndo exibem espinhos ou dobras tegumentares (fin folds) (Figura 25b). Esta caracteristica
morfolégica define a cercaria de E. coelomaticum como sendo do tipo microcerca.
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Tabela 7:

expelidos por Bradybaena similaris experimentalmente infectadas.

Medidas de cercarias de Eurytrema coelomaticum provenientes de esporocistos de segunda geragao dissecados e de esporocistos

Cercarias de esporocistos de segunda Cercarias de esporocistos de segunda Variacao
Medidas (um) geracao dissecados geracio expelidos percentual
X +SD N X +SD N )
Comprimento do corpo | 250.17 +14.66" (230.03-274.41) | 14 | 281.86 + 16.05° | (260.96-316.75) | 34 +12.67
Largura do corpo 69.26 £4.37° (58.67-73.92) 14 | 154.83 £10.80° | (104.72-165.62) | 42 +123.55
OS diamnetro 44.72 £9.02° (36.82-73.17) 13 | 76.02+10.16° (46.27-88.60) 35 +69.99
VS didmetro 47.70 £ 6.48° (33.87-56.76) 12 | 92.75+6.97° (77.84-116.32) | 58 +94.44
OS-VS distancia 63.61 £12.47*  (38.08-79.52) 14 | 26.80+7.67° (16.86-42.81) 27 -57.87
Didmetro da cauda 16.00 + 3.34° (9.56-22.43) 15 | 30.89+3.96" (23.67-41.05) 55 +93.06

OS=ventosa oral; VS=ventosa ventral.( )Numeros entre parénteses representam os valores minimo e maximo observados. X + SD=média +
desvio-padrdo. N=numero de cercarias medidas. “*~Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha foram compradas e diferem entre si

significativamente (a=5%).
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Figura 25:

Cercaria de Eurytrema coelomaticum. a. Vista geral de uma cercaria
morstrando o corpo com a ventosa oral (vo) na extremidade anterior e uma
ventosa ventral (vv) na regido média do corpo, € a cauda (ta) na extremidade
posterior (ML). b. Detalhe da cauda (ta), mostrando a auséncia de dobras
tegumentares ou espinhos (ML). ¢. ML de uma cercaria mostrando a abertura
da pequena cavidade (seta larga) anterior das glandulas de penetracdo, e as
ventosas oral (vo) e ventral (vv). d. Detalhe da abertura da pequena cavidade
das glandulas de penetragdo (ML). Barra de escala =7um. e. Vista dorsal de
uma cercaria mostrando o tegumento irregular com dobras e a cauda (ta) na
extremidade posterior. Barra de escala=20pm (MEV). f. Detalhe da superficie
externa do tegumento na regido entre as ventosas (MEV). Barra de
escala=10pum. g. MEV de uma regido ventral de uma cercaria, mostrando a
ventosa oral (vo) com a abertura oral no centro (asteristico) e papilas (setas
estreitas), e ventosa ventral (vv). Barra de escala=20pum. h. Detalhe da
extremidade anterior com a ventosa oral (vo), e a abertura oral (asteristico),
rodeadas por papilas (setas estreitas), e a abertura da pequena cavidade das
glandulas de penetragao (seta larga) (MEV). Barra de escala=10pum. i. MEV
da ventosa ventral (vv) mostrando as poucas papilas. Barra de escala=20um.
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O tegumento era irregular, apresentando muitas dobras na regido dorsal com um
aspecto corrugado (Figura 25¢). Na face ventral, o tegumento era mais irregular com muitas
dobras arranjadas longitudinal e transversalmente, formando pequenas estruturas semelhantes
a n6s na regido entre as ventosas (Figura 25f), e estas estruturas eram esparsamente
distribuidas da ventosa ventral até a extremidade posterior do corpo (Figura 25g). Na regido
anterior do corpo havia uma abertura oral no centro de uma ventosa oral muscular em posigao
sub-terminal com muitas papilas (Figura 25h), mas na borda da ventosa ventral hé discretas
papilas (Figura 251). Acima e atras da ventosa oral ha uma abertura de uma pequena cavidade
onde se abrem as glandulas de penetracao (Figura 25c, d). Os dutos das glandulas de
penetragdo correm na metade anterior do corpo lateralmente e a regido celular destas
glandulas foi localizada proximo a ventosa ventral (Figura 26a). Foi possivel distinguir outro
grupo de dutos de glandulas de penetracdo, denominadas glandulas pré-acetabulares, os quais
correm na metade anterior central do corpo, estando a regido celular situada acima da ventosa
ventral (Figura 26b). Exatamente abaixo da ventosa oral, localiza-se uma pequena faringe
muscular (Figura 26¢) a qual media 15,6 = 1,0um de comprimento e 13,3 £ 1,1um de largura.
A vesicula excretora era de forma tubular com paredes espessas medindo 45,0 £ 7,81um (36-
50um) no comprimento e 21,9 + 2,0lum (20-24um) de largura e recebe de cada lado, um
duto coletor em sua regido anterior (Figura 26d, e). Os tibulos excretores se dividem em
ramificagdes, as quais terminam em uma célula-flama (Figura 26f). Na extremidade posterior
da vesicula excretora ha um canal excretor (Figura 26g).

O tegumento da cercaria de E. coelomaticum apresentou uma superficie frouxamente
aderida ao corpo da larva através de uma membrana muito eletrondensa, sendo destacada da
parede do corpo em algumas regides (Figura 27a, b), resultando em uma superficie irregular,
ndo lisa, como observada por MEV e MET. Abaixo da superficie externa do corpo da cercaria
ha muitos perfis mitocondriais (Figura 27c), seguidas pelos ntcleos (Figura 27a). Na regiao
externa, foi possivel observar uma camada de musculos circulares, seguida por uma camada
de musculos longitudinais; as pontes citoplasmaticas através das camadas musculares foram
vistas de forma discreta (Figura 27d). A superficie do corpo das cercarias apresentou muitas
dobras no tegumento com granulos secretores nestas dobras e nas regides mais internas
(Figura 27e, f). As células-flama, as quais compdem o sistema excretor protonefridial, foram
vistas na periferia do corpo a 3,96um da superficie externa, com as projecdes citoplasmaticas
internas e externas e os cilios na regido central (Figura 27g). As células somaticas dentro das
cercarias, localizadas mais internamente, tinham ntcleos evidentes, citoplasma com aspecto
granular, reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e granulos secretores (Figura 27h).
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Figura 26:

Microscopia de luz de cercéria de Eurytrema coelomaticum. a. Corpo da
cercaria, mostrando os ductos laterais (Id) das glandulas de penetragcao
(gp). b. Regido anterior de uma cercaria mostrando os ductos centrais
(cd) das glandulas pré-actabulares (pg) e os ductos laterais (Id) das
glandulas de penetragdo. c. Regido anterior do corpo da cercaria
mostrando a abertura oral (asteristico) no centro da ventosa oral (vo)
seguida pela faringe muscular (pm). d. Cercaria mostrando na regido
posterior do corpo, a vesicula secretora (sv) e o tubo coletor lateral (et).
e. Detalhe da vesicula secretora (sv). f. Detalhe da vesicula secretora (sv)
com duas células-flama (fc). g. Cercéaria com vesicula excretora e um
canal excretor terminal (ec).
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Figura 27:

MET de cercaria de Eurytrema coelomaticum. a. Vista geral de uma
regido do tegumento (t) frouxamente aderida ao corpo da cercaria e o
nucleo (n) dentro do corpo. Barra de escala=2um. b. Detalhe da camada
externa do tegumento mostrando uma membrana celular (mb) e nucleo
(n) de uma célula somatica. Barra de escala=500nm. c¢. Detalhe da
camada sincicial externa (ol) do tegumento com muitos perfis
mitocondriais (m). Barra de escala=500nm. d. Corte ultra-fino de uma
outra regido do corpo cercarial mostrando a camada externa (ol), seguida
por uma camada de musculos circulares (cm) e uma camada de musculos
longitudinais (Im); uma discreta ponte citoplasmatica (cb) estd
conectando a camada externa ao corpo celular onde o nucleo (n) esta
localizado. Barra de escala=500num. e. Camada externa do tegumento
(ol) com intensa atividade mostrando a formacao e liberagao de granulos
(g). cm=musculos circulares. Barra de escala=1um. f. Detalhe da
formagdo e liberacdo de granulos (g) na camada externa do tegumento.
Barra de escala=500nm. g. Sec¢do da periferia do corpo da cercéria
mostrando uma célula-flama (fc) com os cilios centrais, e as projecdes
citoplasmaticas internas e externas. Barra de escala=2um. h. Regido
interna com as células somaticas, com seus nucleos (n), um reticulo
endoplasmatico (ere) bem desenvolvido e muitos granulos (g). Barra de
escala=1um.
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Apesar da formagdo do saco membranoso na regido central dos esporocistos expelidos,
causando o enovelamento do endocisto, as cercarias obtidas destes esporocistos sdo maiores
do que aquelas dos esporocistos dissecados. Todos os parametros medidos foram maiores do
que no primeiro grupo de cercarias, exceto a distdncia entre as ventosas. Isto pode ser
explicado pelo maior crescimento das ventosas do que do comprimento do corpo. Enquanto as
ventosas oral e ventral aumentaram 69,99% e 94,44%, respectivamente, o comprimento do
corpo aumentou apenas 12,67%. Tang & Tang (1977) registraram dados morfométricos de
cercarias de E. coelomaticum na China com 230-370um em comprimento ¢ 112-140um de
largura. As cercarias medidas no presente estudo apresentaram maior largura do que aquelas
medidas por Tang & Tang (1977); estes autores estudaram larvas obtidas de B. similaris e C.
ravida sieboldtiana, mas quando apresentaram seus resultados, eles ndo separaram os
resultados por espécie de molusco hospedeiro. Entdo, nao foi possivel saber se as medidas de
cercarias apresentadas pelos autores vieram do mesmo hospedeiro utilizado no presente
estudo. A mesma diferenga foi observada no diametro das ventosas oral e ventral, as quais
foram maiores nas larvas do presente estudo do que aquelas de Tang & Tang (1977). Nao
sendo possivel qualquer inferéncia sobre a influéncia do hospedeiro sobre as medidas
apresentadas.

Apesarr da cauda nao ter sido mencionada na breve descricdo das cercarias de E.
coelomaticum por Tang & Tang (1977), quando ocompara-se o desenho do artigo destes
autores com o demonstrado por Tang (1950) para E. pancreaticum fica claro a semelhanca
morfoldgica desta estrutura, onde em ambas espécies a cauda ¢ mostrada como uma estrutura
espinhosa. Também, Tang (1950) atestou a presenca de uma “pequena bolsa anterior
contendo um estilete” em cercarias de E. pancreaticum. Outra vez, Tang & Tang (1977) nao
citaram esta estrutura, mas ela ¢ representada em desenhos de cercarias de E. coelomaticum.
No presente estudo, esta pequena bolsa foi observada por ML na extremidade anterior, acima
e atrds da ventosa oral, e sua abertura foi vista por MEV, mas nenhum estilete foi visualizado.
Tal bolsa corresponde a regidao de abertura dos ductos das glandulas de penetragao.

Dois grupos de glandulas de penetracdo foram observados no presente estudo e estas
caracteristicas e localizacao estdo de acordo com aquelas apresentadas por Tang & Tang
(1977). Cavalcanti et al. (2009), usando MET, observaram lipidios insaturados de forma
globular e proteinas basicas nas glandulas de penetracdo das cercarias de S. mansoni.

Cousin et al. (1995) e Zdarska (1991) observaram papilas uniciliadas desembainhadas
e uma estrutura tegumentar encapsulada na ventosa ventral de cercarias de S. mansoni. Pela
primeira vez, as papilas da ventosa oral foram observadas. Em estudos prévios sobre
morfologia de espécies de Eurytrema sp. nao havia informagdes sobre papilas na regido da
ventosa oral. De forma contraria, o acetabulo apresenta poucas e discretas papilas nunca
citadas antes.

Tang (1950) observou um tegumento espinhoso na regido anterior ventral da cercéria
de E. pancreaticum. Todas as nossas observagdes nao revelaram a presenca de espinhos no
tegumento de cercarias de E. coelomaticum. Ao invés disso, o tegumento apresentou dobras,
as quais se tornaram menos conspicuas na metade posterior do corpo.

A vesicula excretora era similar aquela citada por Tang & Tang (1977) para cercarias
de E. coelomaticum, mas a posicao da larva ndo permitiu observar a estrutura completa do
sistema. Foi possivel observar a forma tubular da vesicula, um duto coletor e duas células-
flama posteriores em uma ramificagdo. Desta vez, a morfologia do sistema excretor observada
¢ semelhante aquela mostrada por Tang & Tang (1977) para E. coelomaticum e difere dos
desenhos de Tang (1950) para cercaria de E. pancreaticum.
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A superficie da cercaria apresentou caracteristicas ultraestruturais variadas
dependendo da regido observada. O tegumento tinha uma camada externa muito eletrondensa
frouxamente presa ao corpo da larva que € visto destacado em algumas regides, abaixo desta
regido ha uma camada amorfa com perfis mitocondriais, granulos e os nucleos. Mas nas
observagdes de outros cortes, ¢ possivel observar a camada sincicial externa, as camadas de
musculos circulares e longitudinais conectadas ao corpo celular por pontes citoplasmaticas.
Dorsey & Cousin (1995) encontraram em cercarias de S. mansoni, um agregado de células
subtegumentares em uma pequena area dorsoanterior do corpo, designada citon II. As
observagdes destes autores corroboram a variagdo na organizagdo ultraestrutural, quando
seccoes ultrafinas de diferentes regides do corpo da cercaria foram observadas no presente
estudo.

A organizagdo da parede do corpo de cercarias de E. coelomaticum segue o modelo
conhecido para outras espécies de trematddeos, larvas e adultos (CAVALCANTI et al., 2009;
PINHEIRO et al., 2005; 2004a e b; DORSEY et al., 2002; MOHAMED, 1992; MUELEMAN
et al., 1980).

A presenga de perfis mitocondriais e grande quantidade de granulos secretores na
camada sincicial externa do tegumento de cercarias de E. coelomaticum permitem sugerir que
ela ¢ fisiologicamente ativa. As regides com a separacdo da camada externa do tegumento e
granulos secretores na camada sincicial podem refletir uma preparagao para o processo de
encistamento ¢ formagdo da metacercaria. De acordo com Ueta (1980), as cercarias de F.
hepatica estao viaveis quando as glandulas cistogénicas estdo parecadas mostrando a
ocorréncia de um processo prévio de preparagdo para o encistamento e formagdo da
metacercaria, corroborando com os resultados apresentados.

Diferente de outros estdgios larvais anteriores no ciclo de vida, nas cercarias a
multiplicagdo assexuada nao ocorre. Dessa forma, as células germinativas nao estao presentes
nesta larva; as células somaticas observadas exibem uma intensa atividade metabolica, a qual
¢ comprovada pela observagdo de um reticulo endoplasmético bem desenvolvido, envolvido
nos processos plasticos responsaveis pelo crescimento e maturagdo das cercarias e formagao
do estagio adulto.

O presente estudo apresenta novas informagdes sobre a morfologia de cercarias de E.
coelomaticum em dois momentos diferentes de seu desenvolvimento, e pela primeira vez
detalhes deste estagio larval foram mostrados utilizando ML, MEV e MET. O trabalho
também elucida algumas das confusdes existentes na taxonomia de E. coelomaticum, sendo
uma importante ferramenta para a correta classificagdo deste trematdodeo digenético, usando
técnicas simples, e abre novas possibilidades para estudos mais detalhados deste e de outros
estagios do desenvolvimento larval intra-molusco de E. coelomaticum.

4.2 Alteracdes fisiologicas em Bradybaena similaris infectada com Eurytrema
coelomaticum

4.2.1 Determinac¢do do conteido de proteinas totais e produtos nitrogenados de excrecao
— Amoénio (NH4) - na hemolinfa de Bradybaena similaris infectada com Eurytrema
coelomaticum

Aos 30 dias de infec¢do, o contetdo de proteinas totais de B. similaris variou de 61, 7
+ 3,07mg/dl para 87,6 = 5,66 mg/dl, quando comparado ao grupo controle, correspondendo a
um aumento de 42% (Tabela 8). Aos 60 dias de infeccdo, houve um aumento expressivo,
passando de 55,45 + 2,24mg/dl para 108,23 + 14,25mg/dl, ou seja, um acréscimo de 95%. O
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conteudo de proteinas totais continuou a aumentar aos 82 dias de infec¢do, correspondendo a
+543% a/em rela¢do ao grupo controle do mesmo periodo, porém esses valores tiveram uma
queda substancial aos 100 dias de infec¢ao, passando de 123,35 £+ 13,36 mg/dl para 25,48 +
1,31mg/dl, quando comparados os grupos controle e infectado.

A média do conteido de proteinas totais na hemolinfa do grupo controle de B.
similaris, durante todo o periodo de realizacdo do estudo, foi de 66,66 + 40,85 mg/dl.
Somente entre os 30 e 60 dias de infec¢ao ndo houve diferenca significativa entre os valores
obtidos para os grupos, controle e infectado. A compara¢do entre os outros periodos
apresentou valores que variaram em relagdo a média obtida para o grupo controle, como
também entre si, como pode ser observado na Figura 28.

Tabela 8: Variacdo no conteudo de proteinas totais, expresso em mg/dl, na hemolinfa de
Bradybaena similaris em fun¢ao do tempo de infeccdo, em dias, com Eurytrema
coelomaticum. (X = SD) média + desvio padrao.

Tempo Conteudo de Proteinas Totais (mg/dl)
(dias) Grupo Controle Grupo Infectado
X +SD X +SD
30 61,7+3,077 87,6 + 5,66
60 55,45 +2,.2414 108,23 + 14,25"
82 26,15+ 5,35¢ 141,9 + 3,81°
100 123,35 + 13,365 25,48 +1,31°

*Médias da mesma linha seguidas por letras distintas diferem entre si (a0 = 5%).
**Médias da mesma coluna seguidas por letras distintas diferem entre si (a = 5%).

Em B. glabrata infectada com S. mansoni, Becker (1980) observou uma significativa
redug¢do no conteudo de proteinas na hemolinfa do molusco hospedeiro, demonstrando a
influéncia da infec¢do pelos estagios larvais do trematddeo sobre o contetido de proteinas na
hemolinfa. Porém, Anteson & Williams (1975) demonstraram que essa deple¢do das proteinas
¢ seletiva. Stanislawsy & Becker (1979) observaram que a taxa de produgdo de parasitos ¢
mais elevada em moluscos alimentados com uma dieta rica em proteinas. Neste mesmo
modelo de estudo, Lee & Cheng (1972) observaram uma redugdo de 1,42 para 0,96 mg/dl de
proteinas totais na hemolinfa dos moluscos infectados. Gress & Cheng (1973) observaram
uma concentragdo de proteinas totais na hemolinfa de B. glabrata igual a 2,71 mg/dl, o qual
se manteve nesta faixa até os 15 dias de infec¢do com S. mansoni, decrescendo dai em diante.

Loker & Hertel (1987), realizaram estudos sobre as alteracdes induzidas por
equistossomatideos no contetdo de proteinas em seu molusco hospedeiro. Segundo estes
autores, a infeccdo de B. glabrata das linhagens, M line e 10R2, responderam de forma
diferente a infecgdo com E. paraensei. Na primeira linhagem, o conteudo de proteinas na
hemolinfa do molusco aumentou a partir do segundo dia de infec¢do, enquanto que na
linhagem 10R2, o contetido de proteinas foi reduzido significativamente a partir do oitavo dia
de infecgao.
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Segundo Pinheiro et al. (1996), em B. similaris, o jejum pode provocar um
esgotamento das reservas glicocidicas e de galactogénio. Lira et al. (2000) observaram um
aumento na concentragdo da proteina total na hemolinfa de B. similaris aos 10 dias de jejum,
observando um valor 198% superior ao observado nos moluscos alimentados e alternando
para valores préximos ao do grupo controle ao final do periodo de jejum analisado (30 dias).
Esses autores propuseram que o conteudo de proteina total na hemolinfa de B. similaris
apresentados aos 10 dias de jejum seria uma resposta as alteragdes fisiologicas do molusco
decorrentes das lesdes nos seus tecidos causadas pela inanigao.

Pinheiro et al. (2009) observaram que o conteudo de proteinas totais na hemolinfa de
L. columella variou de forma muito significativa ao longo do periodo de infeccdo com E.
paraensei estudado, obtendo variagdes significativas aos 20 dias de infeccao, quando foram
observados valores 53,22% abaixo daquele obtido com os moluscos ndo infectados (grupo
controle). Porém, a maior alteracao foi encontrada ao final dos 30 dias de infec¢ao, quando o
conteudo de proteinas totais na hemolinfa foi de 24,38mg/dl, o que representou uma redugao
de 80,01% em relagdo ao grupo controle. Demonstrando haver uma forte relagdo negativa
entre o conteudo de proteinas totais na hemolinfa de L. columella e o tempo de infec¢do com
E. paraensei (1°=0,98).

O contetdo de proteinas totais de B. similaris infectada por E. coelomaticum,
verificado no presente estudo, também demonstrou uma variagdo muito significativa,
especialmente no inicio do periodo de infec¢do, porém nido mostrou-se constante com
tendéncia a decrescer ao longo do periodo analisado, conforme a maioria dos estudos
supracitados. Pelo contrario, demonstrou uma tendéncia ao aumento no conteido das
proteinas totais quando analisada a relacdo entre esses niveis € o tempo de infeccdo,
corroborando apenas com o trabalho de Loker & Hertel (1987), que também registraram
aumento nesses niveis para B. glabrata infectada por E. paraensei. Porém, quando analisado o
final do periodo pré-patente, onde a reducdo ocorre de forma mais acentuada, assemelha-se a
maioria dos estudos ja realizados.

O intenso processo de multiplicagdo observado ao longo do seu desenvolvimento
larval intra-molusco dos trematddeos digenéticos requer o fornecimento de grande quantidade
de energia, a qual pode ser obtida dos carboidratos ou de outros substratos, como os
aminoacidos. Além disso, este processo requer os blocos de construcdo para a sintese das
estruturas larvais em formagdo, principalmente as proteinas necessarias devido a intensa
sintese de membranas que ocorre. Desta forma, ¢ de se esperar que o contetido de proteinas
do hospedeiro seja reduzido devido a retirada feita pelas larvas em desenvolvimento. Lira et
al. (2000) observaram que naqueles modelos onde uma elevacao na concentra¢ao de proteinas
ocorre como foi o observado no presente estudo, deve haver a lise dos tecidos ¢ a liberagcdo do
seu conteudo protéico da célula na hemolinfa do molusco. Porém, nas observagdes
histolégicas realizadas por Pinheiro (2003) nao foram observados sinais de lise celular na
glandula digestiva de L. columella infectada com E. paraensei.

A concentragdo de amodnio aos 30 dias de infec¢do foi de 0,74 = 0,06mM para o grupo
controle, passando para 4,75 + 0,07mM para o grupo infectado, o que correspondeu a um
aumento de 541,89% (Tabela 9). Aos 60 dias ndo houve uma diferenca significativa entre o
conteudo de amonio dos grupos controle e infectado. Porém, nos periodos seguintes, houve
uma tendéncia a decrescer, apresentando valores de redugao de 95,6% e 85,6%, aos 82 e 100
dias de infec¢do, quando comparados os dois grupos.

Ao longo do periodo de infec¢do estudado, a média do conteido de amoOnio na
hemolinfa dos moluscos pertencentes ao grupo controle foi de 3,68 + 4,22mM de NH;". Esse
conteudo apresentou uma variagdo bastante significativa ao longo do periodo de estudo,
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exceto para o periodo dos 60 dias de infec¢do, quando comparados os grupos controle e
infectado (Figura 29).

Tabela 9: Variacdo na concentracio de amoénio (NH4') na hemolinfa de Bradybaena
similaris em funcdo do tempo de infeccdo, em dias, com Eurytrema
coelomaticum. X = SD=média + desvio padrao.

Tempo Concentracao de Amonio (mM)

(dias)  Grupo Controle  Grupo Infectado

X +SD X+ SD
30 0,74 + 0,06* 4775 +0,07°
60 3,84 + 0,328 2,15+ 0,85°
82 9,55 + 0,07% 0,42 +0,03°
100 1,25+ 0,074 0,18 +0,04°

Média 3,68 1,87

*Médias da mesma linha seguidas por letras distintas diferem entre si (a0 = 5%).
**Médias da mesma coluna seguidas por letras distintas diferem entre si (o = 5%).

81



Figura 28: Variacdo no contetido de proteinas totais (mg/dl) na hemolinfa de Bradybaena
similaris experimentalmente infectada com Eurytrema coelomaticum em
funcdo do tempo de infeccao (dias).

Figura 29:  Variacio no contetido de aménio (NH;") (mM) na hemolinfa de Bradybaena
similaris experimentalmente infectada com Eurytrema coelomaticum em
func¢do do tempo de infecgao (dias).
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Pinheiro et al. (2009) realizaram estudo sobre o conteudo de amdnio na hemolinfa e na
glandula digestiva de L. columella infectada com E. paraensei, porém os autores nao
detectaram a presenca de amonia (N-NH4) em nenhum dos dois sitios que analisados.

No presente estudo foi detectado a presenca de amdnio na hemolinfa de B. similaris
infectada experimentalmente com E. coelomaticum. Contudo, estes valores obtidos foram
muito baixos quando comparados aos registrados por Lira et al. (2000) para o mesmo
molusco, mas sob condi¢des de jejum que causa danos muito mais severos/agressivos € a
curto prazo a fisiologia do molusco. Mesmo sendo baixos os valores revelam uma relacao
extremamente significativa entre o grupo controle e infectado nos periodos de 30 e 82 dias,
quando houve primeiramente um aumento e posteriormente um decréscimo no contetdo de
amonio na hemolinfa dos moluscos infectados, apresentando uma tendéncia ao decréscimo
apos o periodo de aumento. A reducdo no contetido desse produto de degradacdo também foi
registrada por Lira et al. (2000) ao final do periodo estudado pelos autores que
corresponderia, possivelmente, ao final do periodo infectivo do presente estudo.

Segundo Becker & Schmale (1975), a quantidade de produtos nitrogenados de
degradacgdo ¢ uma indica¢do da atividade do metabolismo de proteinas e de acidos nucléicos
do animal. Uma situagdo de estresse, como o aumento da taxa reprodutiva do molusco, o
parasitismo, a dessecacdo e a inani¢do, pode levar a uma aceleracdo do metabolismo de
proteinas e acidos nucléicos. Becker & Schmale (1978) observaram que em B. glabrata,
submetida a inanicdo e a dessecacdo, a concentracdo de amodnia ndo sofreu alteragdo,
enquanto a concentragdo de uréia aumentou significativamente. Becker (1983) observou um
aumento de até 218,96% na concentragdo de acido Urico em B. glabrata infectada com S.
mansoni € sob inani¢ao, porém este s6 pode ser detectado na regido do rim. Estes resultados
sugerem que um mecanismo de detoxificagdo do molusco através da aceleragcdo da atividade
catalitica das enzimas do ciclo da uréia ocorra nestas situagoes de estresse.

Os resultados obtidos com a avaliacdo do conteido de amoénio na hemolinfa de B.
similaris, em diferentes periodos de infec¢do, demonstram que hd uma influéncia do tempo de
infecg¢do sobre o contetdo deste produto nitrogenado na hemolinfa do molusco, demonstrando
uma diminui¢do do mesmo, levando a conclusdo de que o molusco infectado realiza a
eliminagdo de amonia, diferente do que foi observado em registros anteriores.

Os valores obtidos, no presente estudo, tanto para dosagem do conteudo de proteinas
totais, quanto de amonio na hemolinfa de B. similaris infectada por E. coelomaticum e do
grupo controle, podem ter sido influenciados pelo fato de que os moluscos utilizados no
experimento foram coletados em épocas diferentes do ano (estagdes variadas), o que poderia
acarretar em alteragdes fisiologicas que contribuiram na variagdo dos resultados obtidos em
comparagao aos estudos anteriores.

E importante destacar que, o presente estudo constitui o primeiro registro do conteudo
de proteinas totais € amonio na hemolinfa de B. similaris experimentalmente infectada com E.
coelomaticum, constituindo importante subsidio para estudos da fisiologia do hospedeiro,
servindo como base, inclusive para medidas de controle da euritrematose bovina.
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4.2.2 Atividade de aminotransferases na hemolinfa de Bradybaena similaris infectada
com Eurytrema coelomaticum

As alteragdes das aminotransferases, também chamadas de transaminases, foram
observadas através da dosagem da AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina
aminotransferase) e gama GT (gama glutamiltransferase).

A média da atividade da AST no grupo controle foi de 40,833+4,963URF/mL (Tabela
10). Em comparacdo ao grupo controle, a atividade demonstrou uma redugdo de 70,61% aos
30 dias de infeccao, passando para 12,000+0,577URF/mL. Aos 60 dias e 90 dias, houve uma
reducdo 61,43% e 16,12%, respectivamente. Porém, os valores somente foram
significativamente diferentes, quando os grupos, controle e infectado, foram comparados aos
30 e 60 dias de infec¢do. Nao sendo observada diferenca significativa na atividade da AST
aos 90 dias de infec¢dao e nem quando os periodos de infec¢do foram comparados entre si.

O teste de regressdo polinomial mostrou uma relagdo negativa pouco significativa
(r*=0,097) entre o tempo de infeccio por E. coelomaticum e a atividade da AST na hemolinfa
de B. similaris (Figuras 30 e 31).

Tabela 10: Variacdo na atividade AST (aspartato aminotransferase) na hemolinfa de
Bradybaena similaris em funcdo do tempo de infec¢do, em dias, com
Eurytrema coelomaticum. N=Numero de repeti¢des feitas em cada dosagem,;
X £+ SD=média e desvio padrao.

Periodo de Infeccdo N  Atividade AST (URF/mL)
(dias) X +SD

0 6 40,833 + 4,963
30 3 12,000 + 0,577>¢
60 3 15,750 + 1,750>°
90 3 34,250 + 1,750

*Médias da mesma coluna seguidas por letras distintas diferem entre si (o0 = 5%).
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Figuras 30 e 31: Relagdo entre o tempo de infeccdo (dias) com FEurytrema
coelomaticum e a atividade da AST (aspartato aminotransferase)
(URF/ml) na hemolinfa de Bradybaena similaris.
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A atividade da ALT foi, em média, 37,213 = 3,786URF/mL na hemolinfa de B.
similaris do grupo controle e de 37,950 + 6,750 URF/mL aos 30 dias de infeccao; 24,000 +
2,309URF/mL e 17,033 + 1,424URF/mL, aos 60 e¢ 90 dias de infecg¢ao, respectivamente
(Tabela 11). Foi possivel observar uma redugdo na atividade ALT, de 54,23%, quando se
comparou a média do grupo controle com os 90 dias de infeccdo. Nao houve diferenca
significativa na atividade da ALT entre a média do grupo controle e os grupos com 30 e 60
dias de infecgdo, porém o valor observado foi significativamente diferente aos 90 dias de
infeccdo. Quando os periodos de infec¢do foram comparados entre si, ndo houve diferenca
significativa nos valores da atividade ALT.

O teste de regressdo polinomial mostrou uma relagdo negativa entre o tempo de
infec¢do por E. coelomaticum e a atividade da ALT na hemolinfa de B. similaris, mas essa
relagdo ndo foi muito significativa (1*=0,45), como pode ser observado na Figuras 32 ¢ 33.

Tabela 11: Variacdo na atividade ALT (alanina aminotransferase) na hemolinfa de
Bradybaena similaris em fung¢do do tempo de infec¢do em dias, com
Eurytrema coelomaticum. N=Numero de repetigdes feitas em cada dosagem,;
X £ SD=média e desvio padrao.

Periodo de Infeccdo N  Atividade ALT (URF/mL)
(dias) X +SD

0 8 37,213 + 3,786°
30 3 37,950 + 6,750
60 3 24,000 + 2,309%¢
90 3 17,033 + 1,424°°

*Médias da mesma coluna seguidas por letras distintas diferem entre si (o = 5%).

86



Figuras 32 e 33: Relagdo entre o tempo de infeccdo (dias) com Eurytrema
coelomaticum e a atividade da ALT (alanina aminotransferase)
(URF/ml) na hemolinfa de Bradybaena similaris.
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A Tabela 12 apresenta os valores obtidos para atividade yGT. O valor médio do grupo
controle foi de 11,120 + 2,998UI/L. E, como pode ser observado, esse valor foi reduzido,
quando comparado aos periodos de infecgdo, atingindo 7,2975 + 1,043UI/L, 3,1275 +
1,433UI/L e 5,9075 £+ 1,828UI/L, aos 30, 60 ¢ 90 dias de infec¢do, respectivamente. Os
valores obtidos demonstraram ndo haver diferenca significativa entre a média do grupo
controle e os diferentes periodos de infec¢do considerados, tdo pouco, entre estes periodos.

O teste de regressdo polinomial mostrou uma relagdo negativa pouco significativa
(r*=0,11) entre o tempo de infec¢io por E. coelomaticum e a atividade da yGT na hemolinfa
de B. similaris (Figura 34).

Tabela 12: Variagdo na atividade Gama GT (gama glutamil transpeptidase) na hemolinfa
de Bradybaena similaris em funcao do tempo de infec¢do. N=Numero de
repeti¢des feitas em cada dosagem; X + SD=média e desvio padrio.

Periodo de Infeccao N Atividade yGT (URF/mL)

(dias) X+SD
0 12 11,1200 + 2,998
30 4 7,2975 £ 1,043
60 4 3,1275 £ 1,433
90 4 5,9075 £ 1,828*

*Médias da mesma coluna seguidas por letras distintas diferem entre si (o0 = 5%).

Os caramujos tem nos carboidratos sua principal fonte de energia para manuten¢do dos
processos metabolicos e de reproducdo, sendo estas substancias armazenadas na forma de
polissacarideos, como glicogénio e galactogénio, localizados nos tecidos da glandula
digestiva, massa cefalopediosa e glandula de albimen. Quando expostos a condi¢cdes de
estresse, tais como parasitismo por larvas de trematddeos ou jejum, os caramujos podem
utilizar outros substratos para o mesmo fim (JOOSSE & VAN ELK, 1986).

Pinheiro et al. (2001) registraram um aumento na atividade de AST na hemolinfa de B.
similaris ao 10° dia de jejum e concluiram que este aumento teria ocorrido devido a lesdes nos
tecidos de B. similaris, principalmente na gandula digestiva (diminuindo logo apds este
periodo). Esse resultado corrobora as observagdes de Lira et al. (2000). Douglas & Haskin
(1976) observaram que em Crassostrea virginica Gmelin, 1791linfectados com Minchinia
nelsoni Haskin, Stauber & Mackin, 1966, o aumento da atividade da AST estava associado a
destruicao dos tecidos das branquias.

Mohamed e Ishak (1982) observaram que em suspensdes mitocondriais de
Biomphalaria alexandrina e Bulinus truncatus (Audouin, 1827) mantidas em condigdes de
jejum, o consumo de oxigénio foi diminuido. Os autores sugeriram que o jejum exercia uma
influéncia direta sobre a energia armazenada no molusco para sustentar seus processos
metabolicos normais. Essas mudancgas revelaram que o jejum ¢ responsavel pela inibi¢do da
taxa respiratoria mitocondrial. A adicao de glutamato e a-cetoglutarato nao foi capaz de gerar
ALT, que promove a conversdo de oxalacetato para fosfoenolpiruvato. Consequentemente, 0s
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autores propuseram que deveria haver um acumulo de oxalacetato, inibindo a atividade de
AST e limitando a importancia desta enzima na via da gliconeogénese.

Pinheiro et al. (2001) também esclarecem que, em seu estudo, a variagdo da atividade
da ALT parece nao estar relacionada com as alteracdes decorrentes do jejum, variando de uma
forma menos significativa que a atividade da AST.

Quanto a atividade da yGT, ndo hé registros sobre a atividade em moluscos infectados
com larvas de trematddeos, na interface considerada no presente estudo, tdo pouco em outras,
ou que considere o papel do jejum, como nos trabalhos mencionados para AST e ALT.

Diferentemente dos registros anteriores para essa atividade, os resultados obtidos no
presente estudo demonstraram que houve uma reducdo, e ndo aumento, nas taxas das
transaminases estudadas (AST, ALT e yGT) durante o periodo de infeccdo de B. similaris
com E. coelomaticum. Assim, pode-se afirmar que os pardmetros ndo sdo bons indicadores de
lesdo nos tecidos do hospedeiro, uma vez que os resultados obtidos diferiram do esperado,
quando as analises anteriores, especialmente sobre o jejum, foram consideradas.
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Figura 34: Relagdo entre o tempo de infecgdo (dias) com Eurytrema coelomaticum
e a atividade da yGT (gama glutamil transpeptidase) (UIl/l) na
hemolinfa de Bradybaena similaris.
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CONSIDERACOES FINAIS:

A cavidade de fundo cego, formando uma estrutura semelhante a ventosa, localizada
anteriormente, nos esporocistos de segunda geracdo de E. coelomaticum pode
representar uma estrutura importante para a fixagdo da larva aos tecidos do hospedeiro
durante seu desenvolvimento.

Em ambos esporocistos, de primeira ¢ de segunda geracdo de E. coelomaticum
dissecados, a presenca de muitos granulos eletrondensos na camada externa do
tegumento indica uma intensa atividade secretora. Portanto, a presenca de muitos
perfis mitocondriais nesta regido indica uma intensa atividade metabolica,
corroborando os processos de secregdo que consomem grandes quantidades de
energia.

A presenca de dois envelopes, o saco membranoso € o endocisto, que compdem a
parede dos esporocistos de segunda geracdo de E. coelomaticum constitui um recurso
importante para a protecao fisica das cercarias contidas em seu interior quando estes
esporocistos deixam o hospedeiro molusco e ficam expostos as condigdes ambientais
externas.

O material fibrilar apoiado sobre uma espessa ldmina basal formando o endocisto dos
esporocistos de segunda geracdo de E. coelomaticum somado as estruturas
membranosas e material amorfo encontrados no interior do endocisto sdo,
provavelmente, essenciais para prevencdo de danos mecanicos as cercarias quando
ingeridas pelo segundo hospedeiro intermediario.

A diferenca nas dimensdes das cercarias de E. coelomaticum obtidas de esporocistos
dissecados dos moluscos e de esporocistos expelidos, demonstra que ha um
crescimento destas cercarias apos sua expulsdo pelo molusco hospedeiro. Entretanto, a
distancia entre as ventosas, oral e ventral, foi reduzida nas cercarias de esporocistos
expelidos, sugerindo que ocorra um maior crescimento das ventosas do que do corpo
das cercarias.

A presenga de perfis mitocondriais e grande quantidade de granulos secretores na
camada sincicial externa do tegumento de cercarias de E. coelomaticum suportam o
fato de que ela ¢ fisiologicamente ativa, sugerindo que ocorra uma preparagao para o
processo de encistamento e formagao da metacercaria.

O conteudo de proteinas totais na hemolinfa de B. similaris infectada com E.
coelomaticum apresentou uma variagdo muito significativa e, diferentemente do que
ocorre com a maioria dos trematodeos, este conteido aumentou ao longo do periodo
de infecc¢ao, somente reduzindo ao final do mesmo.
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8. A diminuigdo significativa no conteudo de amoénio na hemolinfa de B. similaris
infectada com E. coelomaticum demonstra que ha uma influéncia do tempo de
infecg¢do sobre o conteudo deste produto nitrogenado na hemolinfa do molusco.

9. Os resultados obtidos com as transaminases indicam que estes parametros ndo siao
bons indicadores de lesdao nos tecidos do hospedeiro.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, no presente estudo, ¢ possivel concluir que:

10. Pela primeira vez foram analisados cortes de ovos de E. coelomaticum, assim como
detalhes de sua topografia, sendo a casca do ovo mais espessa nas extremidades que
nas laterais e dividida em trés camadas distintas: as camadas interna e externa mais
eletrondensas e finas e a camada intermediaria menos eletrondensa que constitui
praticamente todo material que compde a casca do ovo, e a superficie externa da casca

do ovo ¢ praticmanete lisa, sem especializagoes.

11. Foi realizado o primeiro registro de imagens por microscopia de luz do miracidio de
E. coelomaticum, sendo observadas duas faixas de células epidérmicas ciliadas, uma
anterior e outra posterior, sendo cada faixa composta por duas células (ou placas)
epidérmicas ciliadas em posi¢do ventrodorsolateral de acordo com a seguinte formula:
E=2E, + 2E, E,=1+ 1E,VDL

E,=1+ 1E,VDL

12. Pela primeira vez a morfometria dos esporocistos de E. coelomaticum e seus aspectos
morfolégicos foram estudados através de microscopia de luz, eletronica de varredura e
de transmissdo, incluindo esporocistos de primeira geragdo, de segunda geracdo em

desenvolvimento e apds serem expelidos pelo molusco hospedeiro.

13. A topografia do tegumento dos esporocistos de E. coelomaticum tem, neste estudo, seu
primeiro registro. O tegumento dos de primeira geragdo apresenta muitas projecdes,
dobras e estriagdes, porém nos esporocistos de segunda geracao, o tegumento era mais

espesso do que nos esporocistos de primeira geragdo, apresentando regioes altamente

dobradas.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

A presenca de uma cavidade de fundo cego, formando uma estrutura semelhante a
uma ventosa, localizada anteriormente, também ndo havia sido descrita antes. Esta
pode representar uma estrutura importante para a fixagdo da larva aos tecidos do

hospedeiro durante seu desenvolvimento.

A presenga de dois envelopes que compdem a parede dos esporocistos de segunda
geracdo constitui um recurso importante para a prote¢do fisica das cercarias contidas
em seu interior, evitando a dessecacdo excessiva da larva, quando esta deixa o

hospedeiro molusco e fica exposta as condigdes ambientais externas.

O estagio de esporocisto de segunda geragdo representa uma etapa muito importante
do desenvolvimento larval intramolusco. Visto que, nesta fase, ocorre multiplicagdo
assexuada, determinando um aumento significativo da carga parasitaria, permitindo a
formacdo de centenas de cercarias a partir de um unico miracidio. Dessa forma, o
desenvolvimento intramolusco de E. coleomaticum, apresenta-se como uma etapa para

o controle da euritrematose no gado bovino.

Pela primeira vez uma detalhada descricido da organizagdo ultraestrutural dos
esporocistos de primeira e de segunda geragdo de E. coelomaticum e as alteragdes que

ocorreram ao longo de seu desenvolvimento larval foi feita.

O presente estudo apresenta novas informagdes sobre a morfologia de cercérias de E.
coelomaticum em dois momentos diferentes de seu desenvolvimento e, pela primeira
vez, detalhes deste estdgio larval foram mostrados utilizando microscopia de luz,
eletronica de varredura e de transmissdo. A auséncia de estilete na extremidade
anterior do corpo desta larva, assim como a auséncia de espinhos na cauda da cercaria

foram registrados pela primeira vez em contraponto a literatura pertinente.

No presente estudos foram complementadas informagdes acerca das alteragdes
fisiologicas em B. similaris decorrentes da infec¢do com E. coelomaticum,
preenchendo uma lacuna existente na literatura, evidenciando o contetdo de proteinas

totais e amdnio na hemolinfa de B. similaris experimentalmente infectada com E.
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coelomaticum, constituindo importante subsidio para estudos da fisiologia do
hospedeiro, servindo como base, inclusive para medidas de controle da euritrematose
bovina. Primeiro registro da atividade da yGT na hemolinfa de B. similaris infectada

com E. coelomaticum.
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Faryremo ooelomaticum s a fuke that infecs muminants in South America, Europe and
Asia. The morphology of the mother and daughter sporocysts of £ oelematioom oblained
from: Bradybamo steifards, the first intemmediate host, is desoribed for the first ime by
light and scanning dectron micrescopy. The intermedizte host was exposed 1o E. ool
maticum eggs and after 30 days the mother sporooyst was found in the coslom adhered
b the intestine wall. This sporocyst was a mundsd or slongated mass (01078 mm), with
numerous germinal balls in it and afoldesd begument with no specidizations. The daughter
sponocysts obtained following dissertion of infecied =nalks have vanied shape, one hollow
tapered region with many transversal and longitndinal s riatiors, named anterior end. The
expelled daughter sporooyst presented an oval sac-like central region with 2 small anterior
and a posterior kenger flament -like prolongation. The measures of the expelled sporooysts

are presented and oompared to previous descripons.

& 2010 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Intreduction

Euryrema coelomaticum [(Gizrd =t Billet, 1892) Looss,
1907 is a comman fluks widely distributed in South Amer-
ica, Ewrope= and Asia; adults are found in pancreatic and
bile ducts of ruminants, including cattle and domesstic ani-
mals (Chimones &t 2., 1984). This trematode is of veterinany
amd medical importance, becanse s infecton causes hower
production of meat and milk and surytrematosis has high
oorurrence in Brarilian cattle, mainly in the South and

# Comeponding author. Tel: +55 21 J8E14335; e +55 71 JREIITIL
E-mod asiderrs: jpsBulmihr (] Fnheinl

M40 15 - e fronl mazies © 010 Ebevier BV, All rights resenved
doi: 10,1016} jwetpar20 101 1.03E

Southern regions (Bossae=rt =t al, 1989; [bha et al, 2005;
Baszani et al, 20061

Giard amd Billet (1852 have described the digenetic
trematode as Distomo coslomaticun, ater this species was
alflocabed in a new peous created by Looss {1907 ), and was
named E coelomaticum {Giard et Billez, 1B92) Looss, 1507.
Only in 1997, Tang and Tang published in China a study on
the hiology and epidemiology of E. ooelomaticum and Frery-
frema pancreatioum, with some morphological descriptions
ofthe larval stagpes of both parasites. Howeser, this publica-
tian is in Chinese, limiting its aocess. After this, Sakamoto
et al. [19B0, 1584) described the anthelmintic efects on
adult worms. Zakamoto et al. [1985) and Sakamoto and
Oikaaa (2007) stedied some stroctures of the asdult of
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E. coelommticum using transmission electron microscopy.
Brandalini and Amabo (2001 ) made a histological anabysis
af the migration route of E coclomaticum in the inter-
mediate snail host Brodyhaeno similors [Ferossac, 1821}
There=lone, litths has be=n reported aboat the morphology
af larval stages af E cosfomoticum.

In itz life cycle, the miracidium, inside the epg, =
ingested by the snail host and hatches in the lumen of
the intestine, penetrates through its inb=stinal wall and
adheres to the peri-intestinal connective tissue region,
where it prows until it tramsforms into the mother-
sparocyst [Basch, 1966) Asexually, the mother sporocys:
gene=rates daughter sporocysts that are releazsd after mat-
uration and degeneration of the mother tegument. After
an additional asexna] reproduction, the cercariae develop
within the danghter sporocysts, completing the intramol-
lu=cam ment of E. coelomaticum. Brandolini and
Amata [ ) showed that the prepatent period o E. coelo-
maticum in B simileres was 107 days inavtomn and 79 days
in kate spring in Brazil bt has been shown that the parasitic
castration of B. similores induced by E coslomaticum infec-
tion is caused by 2 nutrigtional process {Pinheiro and Amazo,
1984} with no involvemsnt of ENA and DNA alteration
in albumen gland-ovotestis complex of infectsd snails
{Picheire and Amato, 19951 Paschoal and Amato {1996}
showed an abnormal gametopenesis in B smilans infected
withE. coslomaticum corroborating the presious anthors. In
the same parasite- host system, Paschoal and Amato [ 18493)
showed that the sirong positive relation beteeen calicium
content of the shell and it diameter was lost when the B
similoris smails were infected with E. coelomaticum. Thas,
the mother and daughter sporocysts are important @rgets
ta study the biology of the parasite and its relatiorship with
the intermediate snail host, and the information obbained
may be important for the comtral of this parasitic disease.

The morphological analysis of adults and larval stapes
can reveal aspects of the cell biology of helminthes, with
possible taxonomic valoe (Ehlers, 1985) and constituting
an imporiant tod o understand the parasite physiology
{Berpguist and Caley, 1998], which may allow the develop-
mient al research on controd | Do=nhof, 1908, anthelmintic
resistance {Mountford and Harrop, 1998], development
and optimization af new drugs [Wikson and Coulson, 1598,
immunology and pathology of the host (Molyneux and
Davies, 1997 ; Roberts and Sehardono, 1996), diagnostcs
(Thompson =t al. 1986) and vaccines (Damian, 15&7) It
is sarprisingly the lack of information abowt morphology
and ultrastructure af intramollescan larval stages af E.
coelomaticum. The purpose of this study was o provide
additional morphological information by histology, light
and scanming electron microscopy { SEM |} of the mather and
daughter sporocysts of E. cosiomaoticzm.

2. Materials and method
21, Snails coflection and moirdenonce

Specimens of & simiaris wers manuoally coflectsd from
residential gardens located at Seropédica, R], Brazil {laki-
tude - X2=4428", |ongrtude 43-42737", height 26m) The
snzils wers examined through their transparent shells for

the presence of Fostharmostomum gollimum metzcercariaes
in the pericardial cavity and thos= animals free of infection
were maintained under laboratory conditions tn a terrar-
iom with a layer of 2om of earth. The terrarmms were
moistensd with @p wabter and the snails were fed with
Fresh bethoce beaves in altemate days. Samples of randomly
chesen snails were dissscted to enswre that the snails were
free af lzrval helminths. Snails free of helminthic infection
were experimentally infected.

232, Emrytrema cosiomoticem collection, eggs chimning
ord experimerial igfechion

The adualt worms were collected from the pancreas
of maturally infected bovines that were slaughtered in
an industrial abattoir (Matadoore Municpal de Bamra
Man=za, Barra Man=a, K], Brazill The adult worms wers
kept owernight in Petri dishes with Locks"s saline solution
{Humason, 1979) Adult worms wers discarded and egps
were sedimented. The eges were washed three tmes in
Locke’s salution and stored at 10°C antil their utilzation

The eges were spread an pieces of fresh lettuce eaves in
Petri dishes with 2 maistened filter paper at the bottom, and
the =nails were put aver the lettuce keaves. The Petri dishes
weere clossd and the snails were maintained in contact with
epgs overnight. After this period, they were ransferrsd o
terrariums and maintained as described abowe.

23, Smail dizsection, larvar collection ond processing

The snails were dissscted at 30 and 60 days post-
exposure and after this last period weekly. The collected
larvae were fixsd in 2.5% glutaraldebyde in U1 8 cacody-
late buffer, pH 7.4 For light microscopy [LM) obse=nations
the fixe=d larvae were mounted oo glass slides, obss=rved
amd measured using an Olympus BX5 | and theimages were
captured with an Olympus DPI2 camera or a Feiss Axiovi-
sian system. Measured values are presenbsd as means and
standard dewiation with minimal and maximal resulis in
parenthesis.

Infected smails were fixed in Dubosq-Brasil fixative
{Brandalini 2nd Amata, 2001 ) for 24h at 45C The= soft bs-
sues were removed fraom the sheil and maintained in 702
ethanol The tisswes were processed following routine his-
tofogical technigues (Humason, 1979] The sections with
5 jum were obtained using a Libshaw micratome, mounted
on plass slides, stainsd with hematoocylin and eosin, and
observed as described above.

For SEM the fixed larvae were washed three times in
0.1 M cacodylate bufSer, pH 7.4, post-fixed in 1X osmium
tetromide amd 0LBX potassium ferricyanide, and washed
again in the same buffer. The larvae wer= debypdrated in
a crescent ethanolic series and critical point dried using
OOz (Baktec CPI. In some experiments, the dried speci-
mens were mechanically fractured. The sporocysts wers
mounted on metallic stubs and golden coated {Finheiro
et al, HH) The observations wers made using a feiss
DEMIE? or a J=ol SEMSI1D scanning eleciron microscope,
operating at 20kY. The images were obiained using the
SemAfore software.
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1 Resulis
311. Mother sporocysts

After W] days of exposure of the snail to E. cosfomaticum
epxs the mather sporocysts appeared as a2 mass of cells
adhered to the coelomatic surface of the intestinal wall
[Fig. 1a). According to the location at the engestimal surface
of the snail the mother sponocyst were seen as a round or
elongated mass (Fig. 1b and c} with 0L1078 + L0263 mem
(D9G6-0.1196Gmm] Inside the mother sporocyst it was
possible to observe numercus perminal o=lls fomming
groups, known as “germ balls™, which give riss to dasgh-
ter sporocysts. The =gument was composed by a layer of
fewr o=lls (Fig. 1b and o) The owter surface of the tegument
had no specializations, presenting only some foldings and
after fracture of the specimen it was possible to obsenee
the thin membranous wall of the t=gument (3045 pm
thick). and the perminal cells and muscle Fbers inside the
larva (Frg. 1dL

32, Douglder sporocysts
The abserved daughter sparooysts were of two types:

(i} larva= from smails experimentally infected and dis-
secied af B2-100 days of infection; amd (i) larvae

naturally expellsd by the infect=d snails at 79- 130 days of
infection

23, [cercted sporocysts

The larvae from early dissections [Fe. Za) were smaller
than thase froim later disssctions that were alsa mare =lon-
gated (Fig. ZkL They had, at least, one extremity of the
body constricted, but it was also possible o ohssrve con-
strictions in the middle region of the body {Fig. Zc and d).
Tang and Tang {1977 | reported that sach larva develaops a
proboscis-like portion at the anterior =nd. The same struc-
tare was ohserved in the present study (| Feg. 2a, band ) This
Lirval stage did not present oral apertore. Thus, the hol-
low tapered end is named anterior end, 2nd the efongated
end the posterior region. In the tapered region are cancen-
trated the cercariae in development tightly packed by an
inner tegument highly falded, named =ndocyst, which was
already separated from the external sac, when dissected
sparocysts were ohserved (Figs. 3= and 3a)

The extemal sarface of the tegument was fold=d pre-
senting well d=fined trarsversal and concentrical strations
at the antericr end of the rval body {Fip. 3b, ¢ and dL These
striations ended in a Bind cavity at the hollow tapered
region [Frz. 22 and L When abserved by SEM the tegument
showed striations that were interrupted by longitudinal

Fg L Ewyrems meiomosom mother sporocysis. (2} LM of & mother sporocyst [ms) aiheresd o the cozlome sieface of the indsstingl wall (i) (b asd
£ Histobogica! apctiom of Brodybsena simiark syper imeaialy isferted with £ ceiomotium showing difereai peitson of the mother soomnoys: (ms}
devesoping in the sasl imesting] wall {i). Mot the teguemest (1) and germnal bais (ghl (3] SEN of 2 racheed specmen of £, melmeminm Sponoes

showing fhe beguemesi (L], germinal ceis (g ) and musce Abers (mfl.
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Fig- 2. Ewryirens melomaiiom dasgieer sporocysis obtained from experimentaly infecisd Eradybarng similors at different Gimes., (2 i b U6 of whole
Barvas, sRawing wariaion bssope (o] SEM of lanvae showing comimictions (c0) 2t the meddie of the body, the slongziion 3 S poaberior and {ps) of e
body and the hollow tapered anierior end. (d) SEM of another Govae showing the elongated poraberion emd | pe and the boBow tapered (B lanisrior end (22]
regaL 2] LW of sporncyst from dissecion showing the antesion ead will the hollow tapesed region (hi), proboeacis-like, with the blind caity, sucker-like
(armow}, antericrly locaed. (5 SEM of anterior =nd of daaghter ssornoyst with the blind cavity (be ) amd siziatioes (g

striations, which were more conspicuous at the anteriar
end of the body (Fg. 3c, d and e]. This hollow region pre-
serted a granular and dense aspect with dark appearance
under the LM {Fz. 32l

314, Expelled sporocysts

When expelled, the sporocyst had a whitish color im the
center of the body and was transparent at bath =nd's [Fig. 37)

amnd had a total length of 52B0mm (4450-5 350 mml
Az described before for E poroesticem (Tang 19501
E. coslomoticum sparocysts also have a transparent aval
sac-like regicn. The middle of the body was swollen,
exhibiting a round or oval sac-like shape; the anberior
terminal portion had a short prolongation as one fil-
ament. and the pasterior region a longer Glament-like

prolongation (Fig. 3g) This swallen region measared
about 1.287 mm | 1.000-1. 500 mm )i lensth and 0095 mm
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Fig 1. Daughier sporncysis of Enryiremn aoelomatiom (2] U of daghier sporocys! obtased lom disssoions of Budypboens dmilr s expetimesta iy
irferi=d sharsring hollow tapered aaberiorend of Sporocyst daughier body, witl S blind caveny (b and gramalir aspec gL The CeTariae | C) e e teiy
formed and the sndooyst (2) & visisle, () U of anierior end of daogheer spomocysi body, Som dssections ol snail host, wits iramyersd] aad concssirical
siriations (5L (o] SEM of ansversal aod concenirica? siviations {s] Ssoughout the larvas body. (9] SEM of deil of rasewersal srafion showesg the
Iongi tidizad ttvia Goes in S tegiEment wuriace. () SEM of Zeterior end of e Spomoyst body 'with hollow Lpered pect o mamy ooncensical siriations
{5 0 LM of daugheer sporocyst spelled by Brasybsena simioris sxperisseataly infecied showing e ramsgarem owal a0 ike ceniral regios (o) of the
bty amid botl prol omga tions, the smaliest anierior =nd Jae] and the longer posierion=nd {pe) [g] =M of whole daghier sposooysi soeled by 5. smiars
moperimenta By infecied, showing the asierior &nd {a=] the middle of the body o] and the posterios s (pe] (h o (] =M of region of the Sormestion of
the amiersor and posierior Nlamests, respecziely. [0 SEMO! 2 daagster spoencys? expelind $himiog & 0=2ail of the sxeermal sartace of the begumeat.
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(0.700-1.400 mm) in widih. The anterior Alament was
0712 mm (Q0425-0.0950mm] in length and the poste-
rior filament was larger than the antericr one, 3250 mm
{2A450-3775) in b=ngth. The point of origin of the anterar
and pasterior filaments is viewed in Fig. 3h and i, respec-
tively. The tegument of the larvaes presents many foldings
with different crientations {Fig 3j)

4. Discussion

Looss [ 1907 | redescribed [ coslomoticem and propossd
the new genus Euryiremobased oaly incharacters ohsenved
in the adualt worm. Only in 1977, Tang and Tang imciodsd
in their study characteristics of the lanal siages of E
coelomaticum, such as morphometrical description of the
intrarmalbuscan larval development. Since then, the mor-
phologyof the E. coelommticum intramofluscan Larval stapes
wias forgotten. Beyond this, they reported some biological
and epidemiological aspects of Eurytremo species, pre-
senting some characteristics of E. cosfomaticum, bat they
Tocused caly on merphometrical characters and the images
were presented as drawings. This lack of information leads
us to describe in this work the morphology and character-
istics of the larval stages of E. coelomaticum and ta compare
it with data on the morphalogy of E. pororeoticem that has
been reportesd by Tamg (195010

The marphology of E corlomoticum presented in this
paper is bazsd on histology, direct LM and SEM abserva.-
tions, and adds new features for the species idemtification
anly chserved by these techmiques. The mather sporo-
cysts had an amarphous structure adhersd to the coelome
wall of the intestine of the snail. This lansa had a diame-
ter of U096 mm in its rounded position, which is higher
than the size reportsd by Tang (1950} to E. pancreationm
{0092 mm}, and the ones pres=nted by Tang and Tang
{197 7], who showed drawings of E. corlomaticum mother
sparocysts in different developmental sages with diam-
eter varying betwesn 04D and 0.050mm Tang and
Tang (1577} used 2= imtermediate host bwo species of
smil: B similoris and Cmthaice ravido sieboldtiano. How-
=ver, when they presented the morphometrical resulis
they did not separate the measurement from the larvae
abtained for each =nail host species. Thues, the difference
in size betwesn their work and the on=s repored here
may be related to differences in the intermediate hast
snail. Ancther facior that infloences the size of the lar-
vae is the temperature during development; larvae that
dewelop at higher temperatures are smaller. Differ=nces in
temiperature may also explain the distinct measurements
between the studies. Besides these morphometrical dif-
ferences, the mother sparccysts did not present lobes as
described by Tang {1950), who reported the presence of
lobes in completely developed mother sporocysts of E. pan-
crentioem.

The daughter sporocysis expelb=d by the snails host had
a varied morphology. But they were smaller than those
afl E. pancreaticumm measured by Tang ( 1950, which were:
5.89-759mm in total kength; 0.7- 1.0'mm in width. Later, in
1977, Tang and Tang found the same measurements for E.
coelomaticum.

Jang {19G8) showsd some Bgures of larsal stapes of
E. pancremticum, but the mother and danghter sporocysts
wer= shown in a general view im groups of larvae after
they were expeli=d by the first intermediate host snail
Ouwr chservations are the first to present morphometrical
characters of E. coslomaticum sporocysts and morpholog-
ical aspects, as seen by LM and 5EM, including mather

sporocysts, daughter sporocysts in development and after
be=ing expelled by the smail host. The topography of E
cosfomainem sparocysts tegament present many fiolds and
siriations that increase the absorption surface. an impor-
tamt feature, once the sporocysts do not have an aperture
and ail nutrients need to be absorbed through their tegu-
ment. The presence aof an amtericdy located blind cavity. 2
sucker-fike sirociure, anterorly located &5 first described
heere, and s probably an important structure for fxation of
the larva to the host tissues during their d=velopment.

The presence of two envelopes composing the body wall
of sponocysts constitute an important fezhare for physical
pratectian of the cercariae and o aveid the excessive des
iccation of the larmaes when they leave the snail host and
are expossd to the external environmeental conditions.

The sporocyst i the most important stage of the
intramolluscan larval dewelopment, becawse int=nse asex-
wal multiplication ocoars allowing the formation of
hundred of cercariae from coly one miracidiom. Thus,
this is an important stage to be controlled avciding =ury-
trematosis in bovine cattle.
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ARTICLE 1INFO ABSTERACT

A ticie sty - The digenetic trematode £ urytrema ooel omaticess is @ parasibe of panoreatic ducts of rumi-
Eeceived I February 2011 nants. The ultrastructore of the mather and er sporocysts of £ codomatioum was
M'}"}ﬁ?“”“"'m” amabyzed. The mother sporocyst wes attached bo of the inbestine wall of inter-
o mediate snail host Bradybaeno steaforss, intimately adhered in some regions. 1L presents a
- = highly fedded tegument with gramules and the body wall was composed by an outer symci-
- v tial Layer, basal lamina, and circudar and lengitudinal rmsde layer. Below was the o=ll body
T T — {cwinn] with the nucleus. The daughter spormoysts obtained by dissection exhibited many
Moo logy granules and secretory veside in thecater lzyerindicating an intense sacretory activity. The
Mnther spoonops body wall presented the same layers of the mother sporocysts, but the cater symotial layer
Daugiter spmopsi invaginated and an amorphous layer was present between the synditial and ciroular musde
|ﬂﬁwhl exrretnry system was viewed. The anterior and posteniorend of
the sponocyst exhibit a degenerated structure, but Bological activity still ocoumed
in these regiore. The swollen middle of the body was filled by a lamellar strocture formed
ing membrans._ but the scretory system wes preserved. The endooyst wall
'w fibrilar and filled by cercariae and amorphoas, membranous and secretony material

inside it. These results wers disousssd.
£2011 Published by Eleavier BY.
1. Imtrodwction the infection leads to reduction in meat and milk pro-

Adults af Eryiremi coelomaticurs (Giard et Bille=t, 1892}
(Looss, 197 ) parasitives. the pancreatic ducts of mami-
s in many countries in Souwth America, Europe and
MAsia (Bassami et al., J05L causing economic losses bemause

* Cormesponding authon. Tel: +55 21 J6EHE2S: M #55 31 I 2.
E-mail sddres jped@aiibr (). Bnheim)

duction. Thas, this infection has a high veterinary and
ecomamic importance [Bossaert et al, [985). In its com-
plex life opcle the egzs of E coslomoticum are ingested by
the jmiermediat= mail host Brodyborma similaris | FErus-
sac, 1621) where the miracidium hatches and migrates
to the coelomic cavity, giving rise to the mother sporo-
cyst. After an intense asexual reproduction process, the
daughter sporocysts is formed, which imtermally will pro-
duce the cercaria=. The mml'rerj-‘pnran's.l:s. containing

0303 40T - s=e Bront maties © 2011 Pulished by Bsevier BV,
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cercariae, emerge from the snail host and remains in
the environment until ingested by a grasshopper Tettizo-
niidae {Conocephafus sp.l the second intermediate host
[Bramdofing and Amato, 2001

Some stodies on the E coslomatioem| B. similaris inter-
relationship showed alterations in carbohydrate, calicium
and reprodoctive metaholism (Pascheoal and Amata, 1983,
1886; Pinheiro and Amato, 15934, 15995 Erandalini and
Amato, 2001 ; Pinheiro et 21, 2001 ). Becawse sposocyst is the
lampest larval stage in the intramolluscan development and
imterse asexual repmdtttln'nmrru:stu‘l’ﬂ'r: metabalic
changes encountered in the snail host resules from the
sporocyst action

In spit= of its credal mole in the development and
completion af the digenetic trematodes life cycle, there
are few studies on sporocysts morphology and wlira-
structure. Most studies are on Sohstosomo  mansomi
sporocysts [Mealeman et al. 1981]; Fournier and romn,
1885; Yashino and Laurs=n, 1995; Castillo and ¥
2002).

Despite it great importance, there are few studies on
the biology amd morphology of the different forms of E.
coelommicum. Some studies on the morphology of adul:
worms were made wsing light (LML scanming [SEM) and
transmission [TEM) eleciron microscopy locusing on the
cuhic crystal inclusions of the tegwment [Sakamoto et al,
1985; Eduardo ard Sy, 2007 ; Sakamoto and Qilkawa, 2007 L
Looss { 1907} pres=nts anly drawings of adult stage in the

ion of E cosfomoticem. Since then, Jang {1965])
described the life oycle of Euryiremo poncreaticum pre-
senting coly LM fgures detailing the arval stapes of this
parasite. Tang (1954]) presents defailed description and
drawings of egps and larsal stages of E. panoentimem.
Although only im 1997, Tang and Tang presenied some
marphological characteristics of the larval stages of E.
coclomaticum, but their results were prese=nted ::dﬂﬂinp
bazed caly im LM. Recently, Franco-Acufia et al [in press]
Shuawead a chealied desstpticier plf the taoe gl cliPhe
maother and daughter sporooysts of E coelomaticum osing:
LM and SEM and histalogy.

Actually, the sparocyst is not considered 2 “germinal
sac” a5 proposed by Cable (19711 The main reason is
the ahsence of 2 mouth or oral apertare in the spono-
cysts. Morsaver, the tegament is desoribed ax 2 very
dynamic structure with intense absarption and secretion
processes, important for larvae sarvival 5o, the changes
in imf=cted =narl host, cited abowe, with withdrawal of
nutrients, secretion of peptides for neurcnedocrine mod-
glation, involve tramsport of substances through  this
tegament Beyond this, the external surface of the spono-
cyst Legument expresses recepiors respomsible for oa
potential immune evasive stmbegy (Dhenn and Yoshing,
1991

5o, the ulrastrisctwral study of the sparocysts, par-
ticmlarly of their t=gument, may result in impaortant
infoemation for further stndies an the ir witro maintenance
and action of drugs for the control of this parasite in cattle.
Thuas, the mother and daughiter sporocysts and its relation-
ship with the intermediate snail host are impaortant @rgets
to be studied. The information obtained may be important
for the control of this parasitic diseass.

The aim of this study was to provwide additional infor-
maticn on the morphalogy of the mother and daughter
sporacysts of E. corlomaticum using TEML

2. Materials and method
2.1, Emails roflection and maoirtenomoe

Sp=cime=ns af 8. similaris were manually collected fram
residential gardens located at Seropédica, B, Brazil (lat-
tude _F2-44' 387, longitude 43-42'37~, heigit 26m) The
snails were examined through their transparent shells for
tl‘l!'p'l!'!ﬂ'lﬂﬂ of Posthiermostomum gellinem metacercariae
in the pericardial cawvity and those animals free of infection
wene maintaimsd under laboratory conditions in a terrar-
ium with a layer of 2cm of earth. The terrariums were
moistensd with tap water and the snails were fed with
Fresh bettuce leawes in aliernate days. Samples of mndomly
chosen snails were dissected toensure that the snails were
Fres of larval belminths. Snails free of helminthic infecticn
were experimentally infectsd.

.I‘_I‘.JE coefomarticem colleciion, egrs sbtmring owed
experimentol infection

The adult warms were collected from the pancreas
of naturally infectsd bovines that were slaughtered in
an industrial abatmir (Matadowro Municipal de Barra
Mamsa, Barra Mansa, K], Brazill. The adult womms were
kept owermight in Petr dishes with "“d‘?-f saline salution
{Humasom, 19759) Adult worms were discarded and eggs
wene sedimented. The =gps were washed three times in
Locke’s saline solution and stored at 10°C untl their -
lization

The eggs were spread on pieces of fresh bettuce leaves in
Petri disheswith a modstened filter paper at the battam, and
thee snails were put owver the letiuce leaves. The Petri dishes
wers clossd and the snails wers maintzined in contact with
epps overnight. After this period, they were transferred to
terrariums and maintained as described abave.

23, Spail diseechion, larvas collection ond procemsicg

The maother and the daughter sparocysts were collected
after diss=ctions of snails 30 and 60 days afier exposuare,
respectively. After 70 days post exposure, the snails were
maintainsd sofated in Peiri dishes, with tap watsr moist-
ened flter paper at the botom; the dishes were daily
observed under a sterecmi to check the pres=nce
ofexpelled sporocysts. 5o, the larvae obtained formed three
groups: § - dissected mother sporocysts; ji - dissecied
daughter sparocysts; amd...Rl ~ expelled d SPOTD-

siz.

2 The collscted larvae were fixed in 255 plotaraldehyde
in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.4 for 24 h. For TEM the fixed
larvae werewashed inll | M cacod ylate buffer, post fixed in
1 ¥ pemiuwm tetroxide and 0LEX ferrocyanide, washed again
in the same buffer, d=hydrated in 2 crescent series of ace-
tone, infiltrated and smbedded in epoxy resin (Palybed ).
Semi-thin sections stained with toluidine bloe and
observed under a Zeizs Axioplan light microscope; images
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Fig 1. Mother spoencysts of Exryremy aoelomatione. (2] LM of 2 semasin sertion of 3 mother sposoryst adhesed o the intestine wall of the intenrediate

il host Bradpdaena Smirs. Tequmest and germiEss balls are seem Scile bar=7 pm (b Litrathin ayer of the tegament wilh marmy foids, synicitial
Rarper, ciorular aod longitudinal roeescles Layers. Scale bar=Jam. [} Decai of e ey amd is componenis. Scaie bar = ] pme (d) inierface betwesn
e develofing mother sporocysts.and e Sssnes of o L. Saale bar= 2. (2] Detail of the begument. & well et 2 laming, mEochondria

2ol many slecrondense ganoies can e seen Scale bar=J pme 05 nterfdre of the mother spon and the snail showing the Opinplsmic bridge
iming the sysrilial Gyer o de oyton regios with ewidest H'ﬁdnu Srale bar = S@m (=t - inbesine waEll; i= Equmest: T= tsgumenial fokds; ghi=-geminal
balls; 5= symicitial Layer: o= circois masde Layer: b= imgsuding mmdefyer: p= pareschyma: mi=mitochondsion: = grasules; b= hasal kmina:
= iniesfare b= Cyinplasmic bridge; o= opioel

Please cite this article in press 2s: Finheiro, |, et al, Ulirasiructure of the sporocysts of Ewrytrema coslomaticur {Giard Et
Billet, 1892) Logss, 1907 Vet. Parasital. (201 1}, doi: 10, 1016/ vetpar 201 105044
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were captured with an MEcS AxioCam digital camera and
processed with the Axiowision program. Ultrathin sections
were stained with uranyl acetzte and lead citrate [ De Soura,
20077 and ocbserved in a Leiss B Transmission Elesciron
Microscope at B0 V. The images were aobtained using iTEM
Softwans.

1. Resulix

1. Mother sporocysts

The developing larva was adhered 1o the intestinal wall
[Fez 1a). The tramsversa] s=mithin sections of this farm
showed that the t=gument was divided in two different
regions: an external layer mare electrondense and, imme-
diately below, an internal one, electrondense, followed by
a body cavity with perminal balls {Fig. lak

Hy TEM the tegwment showeed an externa] surface with
many prajections and foids (Fig. 1k} Fieces of the intestine
with the larvae adhered to it were collected and processed.
In some poings the interface between the lrva and the tis-
s althe snaill host wereobserved {Fig. Ic and d). However,
at others it was difficult to define the limits between bath
tisswes [Fig. 1d], but some s=ctions showed a considerzhle
space betwessn the developing larva and the tissue host,
reaching about 1.Bpm (Fig 1c).

Hight below the sarface of the larval body was located
a symeitial layer with many electrondense pranules and
mitochondrial profiles {Fig. 12l The syncitial layer rests
on a dense basal lamina whaose thickness vanes; in some
regions, it was very thin and almast imperceptible (Fig. 12
b, d and F] Below this basal lamina, a Layer of circo-
lar musde fibers, followed immediat=ly by a transversal
muscie fibers were seen (Fig o e and L Desmo-
somes ar bemidesmosomes were oot chserved between
the basal lamina, circular or longituding] muscle Fbers
Below the longitudinal muscle fbers. the parenchyma,
compossd by somatic and perming] cells, was located
{Frg- 1d}L

32 [Mughier sporocysts

Two types of danghter sporocysts were described: (i}
dizsected larvae from snails experimentally infected; and
(i) larvae naturally expeflsd by infected snails.

22]. Dissented sporocysts ,

The t=gument was thicker in daughter sporo-
cysts (10364475 pum) than the mother sporocysts
(258 +03% jum), presenting an external region highly

folded with nuclei bocated below it indicating the cefl
body or cyton [Fiz. 2a) Transwversal and bongitudinal
gltrathin sectians were cbtained. In a general view, the
larval body may be dividsd in five different regions. The

tepument was compossd by: ] - ooter syncitial layer; 2 -
an amonphows layer; 3 - mustdlar layer formed by circlelar
and lengitadinal m Below the tegumend, oytons were

Iocated [Eyer 4] followed by the central region of the body
where germinal balls were fownd (Layer 5 {Fig. 2b1

The sarface of the outer Layer was highly folded (Fig. 2c
and d) presenting invaginations that protrudes through the
amorphows and circular muscle Lyers [Fig 2] The cuter
layer of the tepument was connected (o the inner Lyesr
thirough cptoplasmic bridges that cross the muscalar region
[Fig. 2c}; it was supported by a membrane with a trilaminar
appearance and thicker inner region; an amorphoos Lyer
was found night below this membrans with a fibroos view
[Fig. 2d}. In the cyton region layer, moclei and many mito-
chondrial prafiles were chzerved {Fig. 2k and c}. Acconding
trr the grade of muscle condraction, the orgamization of
these layers was lost and impossible o be differentizted
[Fig. 2=} The t=gument region presenied many wesicles and
granul=s mainly in the cater layer indicating an interse
s=cretory activity (Fig 2

Erretony structunss wers obs=rved in the cyton region
that was located BT2+07%9pum from the surface of the
larval body. The excretary system was pratomnephridial,
compased of flame cells (Fig. 2z and h) driving the exore-
tory produocts through the excretory channels. The base
of the flame cefls is seen in Fg. 25, the cell membrane of
the basal region presents cytoplasmic projections forming
intermal amd external riks and lepiotniches. Moreower, the
muclei of the flame cefl wer= located at this region. Barns]
cilia were observed in the apical portion of the flame cedl
[Fig. 2kl

Cytoplasmic bridpes wers well obs=rved in longitudinal
sections (Fg- 3a). It was also passible to identify the pres-
erce of hemidesmosomes joining the outer layer and the
circular muscle fibers, and the circalar and the longitodi-
nal muscls fbers layers (Fg. 3b). This outer layer exhibited
many granales and mitochondrial profil= {Fg. 3] In this
direction of section, the basal lamina was evident, as well
as the amorphoas layer below it {Fig. 3c) Diff=r=nt from
what was seen in transversal sections, longitudinally in
the contracted larva, the organization of the muscle layers
was maintained (Fig. 3d 1 Many granules, secretony vesicles
amd chanmel-like structurss where the sscretory vesicles
emerge wens obiserved (Fig. e and ). These secretory vesi-
cles open in the external surface of the larval body through
the outer Layer (Fig. 3FL

Fig 2. Tramversal seotons: of
I Ssmichin saction

the sponocysi: 1: mubes symcitial

of Ear

Layer: 2: amaorphous

melpmafimm obizined bom disseclions of
the i=gament with nuciel and the body cawity with germinal Balls () Ceneral view of the Slferent Liyers in S body wall

yer: 3 musrular krpens: 4 inner Layer

smilarss experimentally isfecied

the cel baody or cybon: 5 Esner ceniral region of the

body with permingl bl Scale bar- 2 jum (o) Detail of body wall with an ooter Folded sarfaos wsh gramdles fofimeed by 2= amomphous layes, cieroir and

ompgetdinal muscle layers. The
SacTetmny amivity in e

ic bridge and the cyton are evidest. Soale bar= | wm. (d) The comiraced Geva showing S gaeiration of the
muscular layers. Scaie bar =7 . () Detail of e symcitial Eyer wilh s, gramles,
of the iegumest. Scale bar = 2mL (Fl 52ion at the base of a Same ool with the sxeerszi and imtemal

L bl [amina aad amanphous Eyer. Saie ber= SO0 {1
PEQ,

Iepiniriches and the nociens. Scale b= 3 . [R)Upper eve ol the Bame orll af iSe barmef with cilia within e cylinder. Qe bag= | wm (1= iegument

gb= germinal babs: e FEITIC
musde iy g- ¥= Fois: mif=

ribbed region: | = epeoimicee; o= Same ool el - ExoEony duotL
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Fig 4 Tramsversa section of tse anierior and of spelisd

sporocysis Eoryiremn
CaViTy WS ewsloping lareae. 5oile har= 7um. (b) Tegument with Rk St are Larger in sire
of S muscuiar kayers juinsd o tae cell body {oytSh) by a ctoslasmic bridge.
qumL. 1) Detail of
t-l.'ﬂm Iﬂ-ﬂﬂ:‘-ﬂ.ﬂ il smmephows Gryer: mf= mascle fibers: vi=

S smmphous and muscular layess degeneraied 5cale bas=
fokis. Scale har = 500 (b= SERUmENt: Ch=cyiopasmic by
in= imagina M

322 Expellsd sporocysts
The ultrathin secticns of the expelled sporocysis of E.

coelomaticum were obtainsd i the anterior, middle and
posterior regions of the larva body.

3221, Anterior region. Semithin sections showed a thick
tegument and no developing larvae (Fig. 4a)l The tegument
af this region presemted an external surface with greater
folds{ .47 pm) than thase abserved in the dissected sporo-
cysts [[L15 wm); the circular and bongitudinal muascle yers
were not distinguishable [Fig. 4b). Nodiferentiation of the
outer Layer, basal laming and amarphous layer were seem;
in some sections the moscular layers were not obsereed
{Fig dc and d)L

3222 Middle regon Semithin sactions showed a very
thin tegument and one larpe space below where cellular
structures werne mot identified. In this region the endocyst
with a well defined wall and the cercariae were ohnerved
{Fig. Sal.

The region of the membranous sac did mot present
celfular stroctures, and its inner region had ey
membrane-like structures forming lamellas; myelin fig-
ures were also observed {Fig. 5b) Vacuolar strusctimes were

Scale bar=J mm. (o) Begion of Seded kegument aad

MENTATIOM [ 1) SETitin SECtion showing e =gament ad e body

Eiler by an amorphoes layes. Mooe the disorgarezation

artivity, with

and relegze of secetory wesiches at tae bop of the mal
top b

located near the endocyst (Fig. 5c). In some sections the
muscular layers were located ad jacent to the external sur-
face of the tegument (Fig. 5d and e}, but in others these
layers were far s=parated form each other (Rg. Sh) The
excretory system aof the larva was located in the membra-
maws sac region, where flame cell was obs=rved (Fig. S8 at
the periphery in the expelled sporocysz.

Internally, protected by the membranows sac, was the
endocyst, in which the cercariae developed; the external
wall of the endocyst was composed by a fibrilar strochare,
supported by 2 basal lamina (Frg 5c and g} In the endo-
cyst, lamellar structrss, amorphous matenal and mvelin
figunes wene also observed (Fg. S5cl; the cemcarias s==m to
be partially imvalved by this amorphous material

3221, Posterior region. The external region showed some
progections. Below this region, 2 continuous and less elec-
trondenss kayer was ohserssd and in the body cavity there
were na cercariae (Fig. Ga)l The tepament was highhy
branchesd, with many my=lin figures (Fig. Gb-e]. A space
betweeen this oater layer and a kighly slectrondense mem-
brane was s=en suggesting it was detached from the larva
body [Fig- Gel; the membrane had invaginations for which
the outer layer protmodes ( Ry, Gb] crossing the congimuous
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amarphous lyer and the circular and longitudinal muscle
Layers(Fig. 6b and d}. The integrity af the muoscle area seems
o ke lost {Fig. Gb], and belew them the cytoplasmic bridges
ardl the cyton region, with nucleus, were preserved [ Fig. Gb
and d}.

4. Discussion

The trematod= E. coelomaticum is the agent of
bowine surytrematosis that causes dwocial obstrection
with a subseguent interstitial pancreatitis resulting in
low productivity and rejection of pancreas in abatioirs.
Furth=rmore, it infscts other domestc and wild nami-
nanits, acquiring great econamic and scological importance
(Bossaert et al, J9H0; Baszani et al, 2 . Surprisingly, to
date na ies'an the ultrastructure af; tamd larval ofE.
coelomaticum were made. Onby recently Franco-Acuna egal

in press) begun to study the morphology and wltrastruc-

re of the larval stages of E. coelomoticum loousing on the
topography of the mother and daughter sporocysts, nsing
1M amd 5EM and histoclogy. Here, we analyed the mother
and daughter sporocysts using TEM.

Acrording to Tang ({1950} and also descoribed by Franco-
Acuna et al [in press), the mother sporocyst is closely
surrandsd Hy' the tissue host. Howewer, TEM obs=rvabions
revealed 2 well defined space between the developing larva
and the intestine of the snail bost and in other region the
larva was completely adhered to this tissoe, which is not
exily seen under LM ar histological sections | Franco-Acana
et:l,An pressL

The extermnal surface of the mother sporocyst seems to
be smooth under LM (Jang, 19691 and is cited by Franco-
Acuna :l:l.iin press) 2= presenting some folds. Here, this
tegument was obs=rved as hiphly folded forming a2 Englsd
meesh at the external surface corroborating with Franco-
Acuna et al [in press). It must be remembered that the
SPOrOCYSIs oot an oral aperture (Cable, 1971 ); 5o,
alll the nutriemts required far the imtense plastic processes
inwahved in the asexnal reproduction are absorbed throwgh
the tegument. Beyand this, the acoess of requirements is
facilitated by the deep invaginations which neach the cir-
cular muscle layer.

The daughter sporocysts obtained from dissections pre-
sented a well defined and thick tegument, with evident
nuckeus, whase topography of larval bady surface wascare-
fully described by Franco-Acuha et al. (in press) by SEM;
their results by LM did not show of the tegument
layers and their organization. When observed unde=r TEM,
it was paszible to define the different Layers of the body
wiall M‘Eim}{:ﬂ Amata (1994, 1995} analyzring daugh-
ter sporooysts of Edtinostoma par aemsei did not observe the:
cytoplasmic bridges connecting the outer to inner tegu-

mentzl layer. In the press=nt study, these bridpes were
clearly shownin both transversal znd longitudinal sections.
Az ohserved in the mather sporocyst, the dissected daugh-
ter sponocysts presented a surface of tegument highly
fialded, increasing the absorption surface as well 25 improw-
ing the adhesion of the lara to the host tissue.

When the larva is contracted the musmalar layers
were disorganzed, but when a longituding] sectbon was
obsersed the organization and s=paration of these layers
was still distinguishable. Thess observations showed that
the transversal constriction movements are more inbense
than those of stretching amd shrinking.

In bath, mother and daughter sporocysts, the pres=nce
of many electrondense granules and many mitocchon-
drial profil=s in the owter layer of the tegument indicates
an imt=nze metabolic activity. corroborating the secre-
tion processes that consume lamge amounts of ensrgy
Furthermore, in the daughter sporocysis, beyond these
granules, were also observed s=cretory vesicles being
farmed at the base of the outer layer and released at the
top af this region. These vesicles may carry to the owber
environment sxcretionsscretion products, 5 nitrogendus
products af degradation and substances that will modulate
the nevsroendocrine system of the host, probably caus-
ing the changes extensively reported in the infected snail
[Brandalini and Amato, 2001; Pinheiro af al, 2001; Lia
et jal., 2000, Scaza et g, 2000; Pinheiro and Amato, J955,
e A A

Ferhaps the more ingense secretory activity in the
daughler sparocysts a5 compared to the maother may be
related to the statement of Tang {19507 that in the latter
the early development is quite slow. This is further corrob-
orated by the fact that the mother sporocysts analyzed here
weere still in the beginning of their development (30 days-
old}. The obs=rved mother sporocyst showed a metabolic
activity meare intense than the daughter sporocysz, which
iz evwidenced by the presence of secretory vesicles and great
mumber of mitochondrial profiles, such inorezsed activity
may be related not only to the high rate of asexual divi-
sion, bat also with the differentiation processss to farm the
cercariae in the daughter sporocysts.

Franco-Acufia et al. (in press) did oot observe excre-
tory structures inE. ooe icum using LM and SEM. Tang
[1950) describes the excretory system of E. pororeaticum
compased by one excretory opening an sach side af the
body connected to an excretory tube that divides in three
tubules ended with a flame cell. In this stody the flame
cell was cbserved in the inmer layer of the tegament, at
thee cyton region, placed mear the body surface; part of the
exrretory tubole was also ohservsd. Furthermiore, sxcne-
tory cpemings were not seen. These differences can be used
to differentiate both species.

2

Fig. & Misdilie swoll=n regaon of meelled spomopss of
Distail of the Segensrated mscie

D=tail the Niwilar apect of the sadocyst walk Sciebar =

Sgure; mi= musde Meers: ol = ouiey Byer: = i es; v = vVesic

Enryrem coedorma b,
mEmbeInos I e by @ Jmomhous material and e endnoys with the
mEMLTINous SIactures e fomeng amellae and mye ks Sgeres, 2o depemerated musche lyess Koaed [r
DEar iothe External sartace of e body and

i at the exiemmal susface of the body and many grasulkes. 5ol bar =7 . (2] Flame ool ocaied i the memibranous s
(1 GEneral view of the bogy showing the enoocyst, with & cencasia, filsd by
nmi =
= F.I'I:'IJE

) SeTrithin framsversal wection showisg the IEgTment surface of the

inside. SEis Bar=7jLm. {h) The MEMLIENow 5@ (Egon with
body surtae. Scalehar=1 L. (c]
wesicie at Ihesurface. Scae bar- | wm (o) ffkatofa
Scae bar= 7
2ES: TSl e, IMIphois material and gramies. Sk = gl
N &= EmOooySts 0= [ETCaraE Bm= membranous EmelE = “mlﬂ

= flame osk ©i = s wos wacnokes Ir= Shrilar region: bm = hasal
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Fig. & Postzrior region of sporocysis of EWyrema coissmtioum. [2) Semilhin ssction wits 2 thick isgement and the body cavisy withmut deweloping
larv Srale turs '.'Ji.ITL ‘i «.F‘H‘HI wiew ol e Larval body shui'frq e exiermal surface with many fobds asd mysin Agurss sapported by 2wl

trilamenar memibraoe with Fnations rrossiog the amomisnes aad cinolar masce lyess and the preseace of cyioplasmic bricges aad cell body (oyion|
WIS Nl s Seale bam= rr. [c and o) Detiil of the ouler exiemal simfare wils mrpslis REunes, membrane, Jmoehoes, Cerule and longi udessl mrscle
layers :.nd Cytopaamic CONNeCting b0 body ol 'with RUCleDs. Scaie bar = pm. |=) Detal of nyein Bganes i1 e exier sIae of the legummt

Sl Bar= [ (b= EEFEment: o= body Qv Jl = amorphous Kyers an = ol miscle Lyes - iongimding] miscle layes: o= cyinplasmic bridges:
Mil= THELITE: M= iMGEgiNatoe: N = s |

The expeil=d sporocysts were all chserved in transwver- secretory activity was maintzined, which can be venfied
sal direction sections. The anterior end of the daugheer by the presence of electrondense granules and formation
sporocyst shows degenerative characteristics. The struc- of secretory vesicles.
tural changes indicate a reduction, or lass. of absorptive The middle regicn af the sporocyst body, named me=m-

activity in this region of the larval body. Despite this. the branous sac, is where the cercariae concentrated (Tang and

he:ie this article in press as: Finheira, |, et al,, Ultrastrocture of the sparocysts of Exrytnema coelominticum { Giard B
Billet, 1892) Loass, 1907 Vet Parasital. (2011}, doi- 101016/ vetpar 201 105044
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Tang, 1907). Jang ({ 1969 stated that when the sporocysts
areexpelled the external wall detaches from the mrer wall
amdd the endocyst coils and occupies the swaollen region
Details of these regions are also showed by Franco-Aoafa
et al [in press) to daughter sporacysts of E. coelomaoticum.
Ta 050} stated that when the swalb=n cyst is farmed,
the cuter cysts wall apparently dies, coce no further mave-
ment is noticed. The membranous sac region se=n here
shows a depenerated appearance, with degenerated mem-
branes containing myelin figares. The lamellar strscture of
the membramous sac is probably important to redwce the
waterloss and debydration of the larva expossd to the envi-
ronmental conditions after emergence. The muscle layer
was depenerate and may b= placed near or well away from
the external surface of the membranoas sac. Secretory and
excretory activity was still corurning, once vesicles were
formed in the tegument surface and the Aame cefl structure
wias maintained.

The endocyst was cited by Tang {1950) as an irner cyst
wall By the first time it was possible 1o ohserve that the
endocyst was not 2 membranaus stroctare, but compossd
by a fibrilar material supparted by a thick basal lam-
ina. Moreower, inside the end ocyst membranous stroctures
amnarphous material was ohserved. These companents are
probably =ssenbal to prevent mechanical damage to the
cercariae packed in the endocyst when exposed to the
extermal conditions and ingested by the second interme-
diate hast.

Acrarding ba Tang (1950) the postenior region of the
expefled sparocyst comracts pushing the cercarias o the
miiddle of the larval body. Probably, when this region
contracis the membranes coils and begins a degenera-
tive process, leading to the 111]'clin ﬁ,g'm's.TI'r:cmHnl:I:ilE
ability and absorptive processes in the posterior region of
sporocyst body seem to be maintained. Thus, the anterior
ardd pasteniar regions of expelled daughter sporocyst did
not di= when exposed to the external environmental dif-
feremtly to E poncremticum as stated by Tang (19501

By the first time a detailed description of the uftrastrsc-
tural arganiration of the mother and daughber sporocysts
af E corlomaticum and the changes that cocurred through
larval development were made. According to Ehbers [ 1985),
new infarmation on comparative menphalogy based on LM
and electron microscopy provides valuable characteristics
in elocidating phylogenetic relabonships. The characteri-
zaticn af the tegumental companents is a very impartant
toal for taxonomic studies, since afier penetration in the
smail host the miracidium sheds the epidermal cfiated
plates and a mew tegument, named neodermiis, is formesd
(Ehlers, 1585%

The ultrastructural charactenistics of the neodermis are
a taxonomic toal to study the Trematoda, being conserved
in the larval intramolluscan stages. Beyond this, the eluci-
dation of thess morphological and wltrastroctural points
may clarify some details of the lanal I:rem:l:.uds‘l':ml
host interface and may be related o the
cal champes that arise in the parasitized snail hast. The
press=nt study opens new perspectives to study the E moelo-
maticem and other Dicrocoeliida=s widely spread in manmy
countries and with a great economic and scolagical impar-
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Abstract: Eurytrema coelomaticum is a digenetic trematode which parasitizes pancreatic ducts
of ruminants. In the present study, the morphology of cercaria was analyzed using light,
scanning and transmission electron microscopies. Measurements of the larvae were higher
than those reported in the literature. An oral sucker with many papillae and an oral aperture in
its center, and a ventral sucker with few discrete papillac on the edge were observed. No
stylet, at the anterior end of the larval body, and spines, at the tegument of the end of the tail,
were observed. The cercaria had lateral penetration glands and the (central) pre-acetabular
glands from which ducts direct to the anterior region, open in a small anterior pocket. The
flame cells were located laterally and communicated with fine branches, which converge to
two lateral excretory collecting ducts that opened in a excretory bladder, centrally located at
the posterior end of the body. The tegument presented an external layer loosely attached to the
larva body, below it an amorphous syncitial outer layer with many mitochondrial profiles
were observed. This region exhibited many secretion and released secretory granules
indicating an intense secretory activity. The circular and longitudinal muscle layers were
arranged in sequence below the outer layer. The outer layer was connected, by cytoplasmic
bridges, to the internal region of the tegument, where the cell body with nucleus was located.
In the cercarial body it was possible to observe a typical flame cell with the barrel region,
where cilia, and the internal and external ribbed regions were found. The somatic cells seem
to have an active metabolism, with a well developed endoplasmic reticulum, secretory
granules and evident nuclei. The results are discussed in the light ofthe biology and taxonomy
of this species.
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